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Abstrakt:

Manumycinova antibiotika jsou vyznamnou skupinou sekundarnich metabolit
produkovanych bakteriemi rodu Streptomyces. Patti do velké skupiny polyketidovych latek a
aktivity. Jsou charakterizovana dvéma kratkymi linedrnimi polyketidovymi fetézci, které jsou
pfipojené k centralni podjednotce. Polyketidové fetézce jsou syntetizovany enzymy iterativni
polyketid-syntazy typu II. U manumycinovych antibiotik prozatim nebyl popsén zpusob
regulace délky syntetizovanych kratkych polyketidovych fetézcii. Dokonalé pochopeni
mechanismu této regulace by bylo vyuzitelné k nasledné syntéze manumycinovych antibiotik
s presné definovanou délkou fetézci, které by mohly vykazovat lepSi biologické ucinky
vyuzitelné v praxi. K identifikaci faktoru zodpovédného za regulaci délky spodniho fetézce u
manumycinovych antibiotik byl vytvofen mutantni kmen producenta asukamycinu
Streptomyces nodosus ssp. asukaensis s deletovanymi geny pro B-ketoacylsyntazu typu I/l a
pro protein AsuCl4, ktery by mohl byt potencidlnim faktorem urcujicim délku spodniho
fetézce. Nasledné byly v tomto mutantnim kmenu exprimovany geny pro B-ketoacylsyntazu
typu III a potencidlni faktor ovliviyjici délku fetézce C14 zjinych producent
manumycinovych antibiotik, kterd maji stejnou nebo rozdilnou délku spodniho fetézce.
Vysledky potvrdily, Zze protein C14 je skutetné faktorem zodpovédnym za délku
syntetizovaného spodniho polyketidového fetézce u manumycinovych antibiotik. Jedna se o
zcela novy typ faktoru urcujictho délku, ktery prozatim nebyl popsdn u zadnych jinych
polyketidl syntetizovanych polyketid-syntazou typu II.

Klicova slova: asukamycin, manumycin, polyketidy, biosyntéza, sekundarni metabolity,
streptomycety, délka polyketidovych fetézct

Abstract:

Manumycin antibiotics represent an important class of secondary metabolites
produced by Streptomyces bacteria. They belong to a big class of polyketide metabolites and
posses significant antimicrobial, anti-inflammatory, antitumor, and many other biological
activities. They are characterized by two short polyketide chains, which are attached to a
central subunit. Polyketide chains are synthesized by enzymes of the iterative type II
polyketide-synthase. Mechanism of regulation of the polyketide chains length has not been
known yet. Understanding mechanism can lead to biosynthesis of novel manumycin
antibiotics with predetermined chain lengths what may improve their biological activities in
favour of a practical use of these compounds. We prepared a mutant strain of asukamycin
producer Streptomyces nodosus ssp. asukaensis with deletion of genes coding for type I/I
B-ketoacylsynthase and protein AsuC14, which is a potential factor affecting lower polyketide
chain length, for the identification of the chain length factor in manumycin antibiotics
producers. Next, the genes for type I/Il p-ketoacylsynthase and potential chain
length-affecting factor C14 from strains producing manumycins with variable length of the
lower polyketide chains were expressed in this mutant strain. Our results demonstrate that
protein C14 realy acts as the chain length-affecting factor. It represents a new type of chain
length factor that has not been described in any other type II polyketide-synthase
biosynthesised compounds yet.

Keywords: asukamycin, manumycin, polyketides, biosynthesis, secondary metabolites,
streptomyces, polyketide chain length
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Seznam zkratek

3,4-AHBA kyselina 3-amino-4-hydroxybenzoovd

3,5-AHBA kyselina 3-amino-5-hydroxybenzoovd

5-ALA kyselina 5-aminolevulova

Areo absorbance pfi vinové délce 260 nm

Asgo absorbance pfi vlnové délce 280 nm

ACP »Acyl-Carrier-Protein*

ActCLF ,,Chain-Length-Factor* podilejici se na biosyntéze actinorhodinu
ActKS B-ketoacylsyntdza podilejici se na biosyntéze actinorhodinu
ActKS/CLF heterodimer B-ketoacylsyntdza/,,Chain-Length-Factor* podilejici se na biosyntéze actinorhodinu
ActPKS polyketid-syntdza podilejici se na biosyntéze actinorhodinu
APP ,,Amyloyd Precursor Protein‘

Apr apramycin

ArCP ,»Aryl-Carrier-protein‘

ASA l-aspartat-4-semialdehyd

BACE1 ,.Beta-Secretase 1

BenPKS polyketid-syntdza podilejici se na biosyntéze benastatinu

bp pary bazi (,,.Base Pair®)

BSA bovinn{ sérovy albumin

DEBS-PKS ,,0-Deoxyerythronolid B Synthase-PKS*

DH dehydratdza

dH,0 destilovana voda

DHA dihydroxyaceton

DHAP dihydroxyacetonfosfat

Dig-dUTP digoxigeninem znacené dUTP

DMSO dimetylsulfoxid

DTT dithiotritol

EDTA kyselina etylendiamintetraoctova

ER enoylreduktdza

FAS (1, II) syntdza mastnych kyselin (typu L, II)

FdmCLF ,,Chain-Length-Factor* podilejici se na biosyntéze fredericamycinu
FdmPKS polyketid-syntdza podilejici se na biosyntéze fredericamycinu
GraCLF ,,Chain-Length-Factor* podilejici se na biosyntéze granaticinu
GraPKS polyketid-syntdza podilejici se na biosyntéze granaticinu
GrhCLF ,,Chain-Length-Factor* podilejici se na biosyntéze griseorhodinu B
CHC-CoA cyklohexylcarbonyl-CoA

IKK ,.I-kB-Kinase”

IPTG izopropyl-B-D-1-thiogalactopyranozid

U wIntensity Units*

KR ketoreduktdza

KS (I, IL, I/T1, TIT) B-ketoacylsyntaza (typu I, II, I nebo II, IIT)

MAT malonyl-CoA:ACP-transacyldza

Mbp miliény part bazi (,,MegaBase Pair*)

MCS mnohocetné klonovaci misto (,,Multiple Cloning Site*)

OD¢go opticka denzita pfi vinové délce 600 nm

PEG 1000 polyetylenglykol o molekulové vaze 1000 g . mol™

PKS (I, II, IIT) polyketid-syntdza (typu I, II, III)

ROS reaktivni formy kysliku (,,Reactive Oxygen Species‘)

rpm pocet otdcek za minutu (,,Rotation Per Minute*)

SDS dodecylsiran sodny

TemCLF ,,Chain-Length-Factor* podilejici se na biosyntéze tetracenomycinu
TemKS B-ketoacylsyntdza podilejici se na biosyntéze tetracenomycinu
TE thioesterdza

TES kyselina N-tris(hydroxymetyl)metyl-2-aminoetansulfonova
TLC chromatografie na tenké vrstvé (,,Thin Layer Chtomatography*)
TNF-a ,.Jumor Necrosis Factor o

TRIS Tris(hydroxymetyl)aminometan

UHPLC-DAD  ultra-vysokoucinnd kapalinovd chromatografie s detekci diodového pole
UHPLC-ToFMS ultra-vysokoucinnd kapalinovd chromatografie s hmotnostni detekci

WhiCLF ,,Chain-Length-Factor* podilejici se na biosyntéze whiE sporového pigmentu
X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranozid
ZhuCLF ,,Chain-Length-Factor* podilejici se na biosyntéze R1128

ZhuPKS polyketid-syntdza podilejici se na biosyntéze R1128



1. Uvod

V zivych organismech rozliSujeme dva zékladni druhy metabolismu. Primdarni
metabolismus zahrnuje vSechny dé&je potiebné k samotnému pieziti a reprodukci
(metabolismus cukrii, tukti, nukleovych kyselin, aminokyselin atd.). V sekundarnim
metabolismu potom vznikaji latky, které zpravidla nejsou nezbytné pro samotné pieziti
organismu. Poskytuji mu vSak c¢asto selek¢éni vyhodu oproti ostatnim konkurentim v okoli ¢i
moznost pieziti v nehostinnych podminkach. Typickymi producenty sekundéarnich metabolit
jsou piedev§im prokaryotické organismy, déle také houby a nékteré rostliny. Casto vznikaji
jedineénymi syntetickymi drahami, které jsou unikdtni pouze pro jeden druh ¢i skupinu
organismu. Na rozdil od primarniho metabolismu dochdzi k syntéze sekundarnich metaboliti
pouze v urcité fazi bunéného cyklu. U bakterii se jedna typicky o pfechod do stacionarni faze
rustu, kdy dochdzi k poklesu zivin v prostiedi nebo o stresové situace. Sekundarnimi
metabolity jsou napf. toxiny, autoregulacni faktory, enzymy pro utilizaci neobvyklych
substratil nebo antibiotika.

Jednou z velkych skupin sekundarnich metabolitli jsou polyketidové latky. Do této
skupiny patii nektera klinicky vyznamnd antibiotika, jako jsou makrolidy nebo tetracykliny.
Dale napt. klinicky pouzivané imunosupresivum rapamycin nebo protinddorova latka
doxorubicin. VSechny polyketidy jsou syntetizovany enzymatickymi systémy, které se
nazyvaji polyketid-syntdzy. Samotny pribéh polyketidové syntézy se v mnohém podoba
syntéze mastnych kyselin. Principem vzniku polyketid i mastnych kyselin je postupna
kondenzace acyl-CoA substratii, které tak postupné tvoii delsi fetézce a jsou dale rtzné
upravovany. Relativné malou skupinou v ramci polyketidovych latek jsou manumycinova
antibiotika. Jedna se o skupinu latek, které maji podobnou strukturu zahrnujici dva kratké
polyketidové fetézce. Manumyciny jsou studovany hlavné pro jejich potencialné vyuzitelné
aktivita. V posledni dobé je také intenzivné studovano jejich mozné vyuziti v Iécbé
Alzheimerovy choroby.

Linearni polyketidové fetézce manumycinovych antibiotik (oznacené jako horni a
spodni) jsou hlavni strukturou, ve které se od sebe jednotlivé manumyciny odliSuji. Stejné tak
jsou casto strukturou, kterd je pfimo zodpovédnd za jejich biologickou aktivitu (napf.
struktura horniho fetézce urcuje miru vykazovanych protinddorovych aktivit). Pfesny zptsob,
jakym dochazi v produk¢nich organismech k biosyntéze téchto kratkych fetézcli, prozatim
nebyl zcela vyjasnén. U producenta asukamycinu byl jako u prozatim jediného zastupce
popsan cely genovy shluk zodpovédny za jeho biosyntézu. V ném bylo identifikovano n€kolik
gent, které se podileji na biosyntéze polyketidovych fetézcl. Jednim z hlavnich enzymt pro
biosyntézu spodniho fetézce je B-ketoacylsyntadza typu I/II AsuC13 (Rui et al. 2010). Velmi
podobny enzym se podili na biosyntéze riznych aromatickych bakteridlnich polyketidi, jako
je napf. actinorhodin nebo tetracenomycin (Malpartida & Hopwood 1986, Motamedi &
Hutchinson 1987). B-ketoacylsyntaza v téchto pfipadech tvoii funkéni heterodimer spolu
stzv. chain-length-factorem (CLF), coz je protein vysoce homologni s funkcni
B-ketoacylsyntazou. Ve své aminokyselinové sekvenci tyto proteiny postradaji aktivni jadro a
dalsi useky. CLF urcuje findlni délku syntetizovaného ftetézce (McDaniel et al. 1993,
Keatinge-Clay et al. 2004). Konkrétn¢ u aromatickych bakteridlnich polyketidii je rozmezi
délky syntetizovanych fetézcii mezi hexaketidem (béhem biosyntézy probéhne celkem 6
kondenzaci acyl-CoA jednotek) az pentadekaketidem (patnact kondenzaci). V genovém
shluku asukamycinu byl popsan gen kodujici protein AsuCl4, ktery je velmi podobny
sekvenci AsuC13 a zéaroven také postrada aktivni jadro i dalsi ¢asti sekvence na N-konci. Pfi
porovnani s dosud popsanymi CLF proteiny aromatickych bakteridlnich polyketidii s nimi
AsuC14 v nékterych oblastech sdili stejné konzervované sekvence. Na druhou stranu,



v mnoha oblastech tyto konzervované sekvence postradd. Délka spodniho fetézce u
manumycinovych antibiotik byla popséna v rozmezi diketidu az tetraketidu. Teoreticky by se
tedy v ptipadé¢ AsuC14 mohlo jednat o zcela novou rodinu CLF proteint, kterd nebyla dosud
nikde popsana a u€astni se vyhradné regulace délky kratSich polyketidovych fetézci.

Délka polyketidovych fetézcii je jednim z hlavnich faktori urcujicich finalni strukturu
latky. Dokonalé pochopeni biosyntetickych drah manumycinovych antibiotik by bylo mozné
v budoucnu vyuzit k cilenym modifikacim manumycinovych molekul. Ty by mohly vést napf.
ke zvySeni biologickych aktivit, vylepSeni fyzikdlné-chemickych vlastnosti (napf.
rozpustnost) ¢i ke sniZeni jejich toxicity. Takto modifikované manumycinové latky by se
v budoucnu mohly stat klinicky pouzivanymi preparaty v huméanni medicing.

Cile diplomové prace:

— Potvrdit, zda je produkt genu asuC14 esencialni pro biosyntézu asukamycinu.

— Otestovat, zda jsou geny asuC13 a asuC14 nahraditelné homolognimi geny
z producentli colabomycinu E a manumycinu A.

— Potvrdit, zda je produkt genu C/4 u producentli asukamycinu, manumycinu
A a colabomycinu E faktorem regulujicim délku spodniho polyketidového

retézce.

— Pfipravit nové manumycinové antibiotikum — ,,asukamycin-tetraen®.



2. Prehled literatury

2.1. Manumycinova antibiotika

2.1.1 Producenti manumycinovych antibiotik — bakterie rodu Streptomyces

Manumycinova antibiotika jsou produkovdna nékterymi druhy bakterii rodu
Streptomyces. Streptomycety obecné patii mezi nejvyznamnéj$i producenty biologicky
aktivnich latek v pfirod€. Z jejich sekundarniho metabolismu pochazi asi 70% vSech znamych
antibiotik. Rada z nich ma klinické uplatnéni v huméanni medicing & zvérolékaistvi (napi.
streptomycin — Streptomyces griseus, oxytetracyklin — Streptomyces rimosus, chloramfenikol
— Streptomyces venezuelae atd.). Krom¢ antibiotik jsou také producenty protinadorovych
preparatl, antimykotik, imunosupresantti a dal§ich latek s nejriiznéj$imi biologickymi ucinky.

Cely rod Streptomyces je fazen do velkého fadu Actinomycetales, kam patii také napf.
vyznamné bakterialni rody Corynebacterium a Mycobacterium. Jednd se o gram-pozitivni,
striktné aerobni organismy. Jejich Zivotnim prostfedim je nejcastéji piida. Existuje vSak také
mnoho izolatd z jinych prostfedi (sladké i oceanické vody, povrchy tél Zivocichii a rostlin
atd.). V pudé¢ se diky svému bohatému sekundarnimu metabolismu ¢asto vyznamné podileji
na dekompozici organického materialu, a tim i na kolob&hu uhliku v pfirodé. Mnohé druhy
jsou schopné z ptidniho prostfedi enzymaticky odbouravat Skodlivé polutanty, jako jsou napf.
ropné produkty, fenolické latky atd. Tyto druhy jsou potencidlné vyuzitelné pro cilené
remediace pud.

Zivotni cyklus streptomycet je velmi komplexni. Buiiky b&hem né&j prochazi slozitou
diferenciaci. Maji schopnost tvofit exospory, které jsou méné odolné, nez napt. endospory
bakterii rodu Bacillus nebo Clostridium, ale 1 tak mohou buniku chranit v ¢asto nehostinném
pudnim prostiedi. Pfedevs§im se jedna o ochranu proti vysychéani. Pokud se exospora dostane
do vhodného prostiedi, rychle vykli¢i v tzv. substratové mycelium, které pozdéji prechazi do
faze vzdusného mycelia, na jehoz koncich se opétovné zacinaji odd€lovat jednotlivé spory
(Ohnishi et al. 2002).

Genom streptomycet je v porovnani s ostatnimi bakteriemi mimofadné velky. Cita
zpravidla 6-10 Mbp (u modelové bakterie Escherichia coli je velikost genomu asi
4,5-6 Mbp). Zastoupeni GC parti v genomu je okolo 70 %, coZ je mimotadné vysoky pomér
(u E. coli je to 50 %). Nositelem genetické informace je linedrni chromozém a piipadné
pridatné linedrni nebo cirkulédrni plasmidy (Bentley ef al. 2002). Geny na chromozému jsou
uspofadany do tzv. centralni oblasti a dvou oblasti ramen. Centrdlni oblast je mezi riznymi
druhy pomérné konzervovand. Nachazeji se vni hlavné geny zapojené v primarnim
metabolismu a dalSich esencialnich bunéénych pochodech (Ikeda et al. 2003, Choulet et al.
2006, Ohnishi et al. 2008). Oblast ramen je potom vétSinou nositelem rozdili mezi
jednotlivymi druhy a kmeny. Zde jsou soustiedény piedev§im neesencidlni geny pro
sekundarni metabolismus (Dary et al. 2000, Choulet et al. 2006).

Pro svlij slozity bunécny cyklus a diferenciaci se streptomycety staly dilezitym
modelovym organismem pro vyzkum bunéénych regulaci. Diky vyznamnosti tohoto
bakteridlniho rodu byly dobie propracovany metody pro jejich genetickou manipulaci (Kieser
et al. 2000). Stejn¢ tak je pro tento rod k dispozici velké mnozstvi sekvenacnich dat.
V genomovych databazich lze vyhledat 12 kompletnich genomtl streptomycet a velké
mnozstvi neuplnych sekvenacnich projekta
(zdroj:databaze GOLD — http://www.genomesonline.org/cgi-bin/GOLD/index.cgi ).



2.1.2 Skupina manumycinovvch antibiotik

Dle zptsobu biosyntézy a chemické struktury se manumycinova antibiotika fadi do
obrovské skupiny polyketidovych latek. Tedy latek, v jejichz biosyntéze se uplatiiuje
polyketidova syntéza katalyzovand systémy polyketid-syntaz (PKS) (viz. kapitola 2.2.1).
Polyketidy se déle rozd€luji na vétsi ¢i mensi skupiny. Z vyznamnych antibiotickych skupin
sem patii napt. tetracykliny (chlortetracyklin, oxytetracyklin), makrolidy (erytromycin),
polyetery (monensin) a mnoho dalSich. Kromé antibiotik sem patii i dalsi biologicky aktivni,
v praxi pouzivané latky, jako je tieba protinadorova latka doxorubicin nebo imunosupresivum
rapamycin. Pomérné malou podskupinu tvoii manumycinovd antibiotika. Ta byla
pojmenovana podle prvniho objeveného zastupce manumycinu A (Obr. 1) a jeho popsanych
antibiotickych u¢inkl. Jednd se o mnozinu latek, které¢ se navzajem podobaji strukturou svoji
molekuly 1 svymi chemickymi a biologickymi vlastnostmi.

Dodnes bylo popsano okolo ¢tyficeti zdstupcli manumycinovych latek. Manumycin A
byl poprvé izolovan z producenta Streptomyces parvulus Tii64 v roce 1963 z puidniho vzorku
pochazejiciho z okoli Manchesteru ve Velké Britanii (Buzzetti et al. 1963). V roce 1976 byl
objeven dalsi dilezity zastupce, asukamycin (Obr. 1) z producenta Streptomyces nodosus ssp.
asukaensis (Omura et al. 1976). Velké mnozstvi manumycinovych metaboliti bylo objeveno
v osmdesatych a devadesatych letech 20. stoleti. VSechny tyto izolaty pochdzely z ptirodnich
bakteridlnich kmenti a byly objeveny zpravidla pii cileném vyhledavani novych
antimikrobialnich latek. Tento trend pokracuje i v soucasnosti. Navic se objevuji latky, které
jsou umeéle pripraveny pomoci metod klasického genového inZenyrstvi, kombinatorni
biosyntézy ¢i cileného podsouvani nestandardnich prekurzori pfirodnim i upravenym
bakteridlnim producentiim (viz. kapitola 2.3).
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Obr. 1: Struktura manumycinu A a asukamycinu. Poloha mC;N podjednotky, CsN podjednotky a
polyketidovych fetézcl. Prevzato z Zeeck et al. (1987) a Omura et al. (1976).



2.1.3 Struktura manumycinovych antibiotik

Kazda latka ze skupiny manumycinovych antibiotik se sklada ze zékladni, tzv. mC;N,
podjednotky a ze dvou kratkych, linearnich polyketidovych fetézctl, které jsou oznacovany
jako horni a spodni. VétSina manumycini ma spodni fetézec zakonceny tzv. CsN
podjednotkou. Podle zplsobu biosyntézy miize nést molekula jesté dalsi specifické struktury,
jako napft. cyklohexanovy kruh na konci horniho fetézce asukamycinu (Obr. 1).

Zakladni mC7N podjednotka je nejvice konzervovanou strukturou manumycinovych
antibiotik. Chemicky se jednd se o 2-amino-4-hydroxy-5,6-epoxycyklohex-2-enon. Tato
struktura je u vSech manumycinll v podstaté totoznid. Muze se liSit pouze mirné dle
pritomnosti skupiny vazané na uhliku C5 a C6. Touto rozdilnosti se manumyciny rozd¢luji do
skupin I a II. Manumyciny typu I nesou v pozici C5/6 epoxydovou skupinu (Obr. 1, 2).
Manumyciny typu II postradaji epoxyd a nesou pouze hydroxylovou skupinu v pozici C5
(Obr. 2) (Sattler et al. 1998). V nedavné dobé byly objeveny zcela nové manumycinové latky
nazvané¢ chinikomyciny. Jejich mC;N podjednotka se v mnohém odliSuje od ostatnich
manumycind. Chinikomycin A nese pfimo na mC;N podjednotku navazany atom chloru
v pozici C6 a spodni fetézec vazany v pozici C5 (Obr. 3) (Li et al. 2005). VSechny ostatni
dosud zndmé manumyciny maji spodni fetézec vazany k mC;N podjednotce v pozici C4.

Druhou nejvice konzervovanou skupinou, kterd vSak neni nutné zastoupena u vSech
manumycind, je CsN podjednotka (2-amino-3-hydroxycyclopentenon). Pokud spodni
polyketidovy fetézec neni zakoncen touto strukturou, zakoncuje se pouze karboxylovou
skupinou (napt. U-62,162, nisamycin ) (Obr. 3) (Slechta ez al. 1982, Hayashi et al. 1993).

Spodni  polyketidovy fetézec nabyva nejCastéji podoby trans-trienového
Sestiuhlikového fetézce (je syntetizovan jako triketid, dochdzi tedy ke tfem kondenzacim
malonyl-CoA). Vyjimkou jsou colabomyciny, ty maji fetézec tetraenovy (osmiuhlikovy,
syntetizovany jako tetraketid) (Obr. 2) a izolat U-62,162, ktery ma kratsi ¢tyfuhlikovy fetézec
(syntetizovany jako diketid). Spodni fetézec latky U-62,162 je navic kompletné saturovany
(Obr. 3) (Slechta et al. 1982, Grote et al. 1988a, Sattler ef al. 1998).

Horni polyketidovy fetézec je nejméné konzervovanou strukturou celé molekuly a
muze nabyvat riiznych struktur. Mezi jednotlivymi manumyciny se li§i ve své délce,
v mnozstvi a poloze dvojnych vazeb, popt. svym rozvétvenim a metylacemi. V zavislosti na
jeho biosyntéze miize byt zakoncen nasycenou skupinou v rozmezi metylu az vétveného
hexanu. Kromé alifatickych skupin muze byt zakonCen i1 cyklickou skupinou (napf.
asukamycin). Zndmé manumyciny obsahuji v hornim fetézci jednu (napf. manumycin B) az 5
(colabomycin E) dvojnych vazeb. Dle struktury horniho fetézce dale délime manumycinova
antibiotika do skupin A a B (popt. C). Manumyciny skupiny A jsou takové, které maji
linearni horni fetézec. Do skupiny B fadime latky s vétvenym hornim fetézcem. Specidlni
skupina C zahrnuje pouze latku U-62,162, kterd ma saturovany spodni fetézec. S pouzitim
obou déleni se tedy manumycinové latky rozdé€luji celkem do péti skupin. Jsou to skupiny IA
(napt. asukamycin, colabomycin A), IB (napf. manumycin A), IIA (napf. colabomycin D),
[IB (napf. manumycin D) a IC (U-62,162).
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Obr. 2: Struktura colabomycinu A a colabomycinu D. Rozdil ve struktufe manumycinovych antibiotik typu I
(colabomycin A) a II (colabomycin D). Pfevzato z Grote et al. (1988) a Wei et al. (1999).
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Obr. 3: Struktura chinikomycinu A, U-62,162 a nisamycinu. Pfevzato z Li e al. (2005), Slechta et al. (1982) a
Hayashi et al. (1993).
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2.1.4 Biologicka aktivita manumycinovych antibiotik

Manumycinova antibiotika jsou neustale studovana pfedevSim pro jejich biologické
aktivity. Jako prvni byla u manumycint popsana aktivita antimikrobidlni. Diky ni také bylo
mnoho i1zolatl z této skupiny objeveno pii cileném vyhledavani novych ptirodnich antibiotik.
Manumyciny typu I (viz. kapitola 2.1.3) vykazuji pomémé vyznamnou antimikrobidlni
aktivitu vii¢i gram-pozitivnim bakteriim. Naopak na gram-negativni bakterie nemaji prakticky
zadny ucinek (Omura ef al. 1976, Brodasky et al. 1983, Zeeck et al. 1987, Grote et al. 1988b,
Franco et al. 1991, Hayashi et al. 1993, Shu et al. 1994). Vyjimkou jsou manumycin E, F a G,
u kterych byla popsana nizka aktivita vi¢i gram-negativni bakterii Escherichia coli (Shu et al.
1994). Manumyciny typu II antimikrobialni vlastnosti nevykazuji ani pifi vysokych
koncentracich (Kohno et al. 1996). Z tohoto vyplyva, ze urcujici strukturou molekul pro
antimikrobialni aktivitu je patrné piitomnost epoxydové skupiny na mC;N podjednotce. Dalsi
dilezitou strukturou, kterd byla popsdna jako dilezitd pro biologickou aktivitu nejen u
manumycinovych antibiotik je CsN podjednotka (Zhang et al. 2010). Cilova molekula a
celkovy mechanismus plisobeni manumycinovych antibiotik typu I je prozatim neznamy.
Krom¢ antimikrobidlnich aktivit vykazuji manumycin A, alisamycin, asukamycin,
colabomycin A a nisamycin také slab$i antimykotickou aktivitu. Déle byla popsana u
asukamycinu antikokcididlni aktivita a u manumycinu A aktivita insekticidni (Omura et al.
1976, Zeeck et al. 1987, Grote et al. 1988b, Franco et al. 1991, Hayashi et al. 1993).

V soucasnosti jsou manumycinové latky intenzivné studovany piedev§im pro jejich
potencidlni protinadorové ucinky. U manumycinu A byla popsana vyznamna aktivita inhibice
Ras-farnesyltransferazy (Hara ef al. 1993). Ras je maly G-protein, ktery ma klicovou funkci
pfi kontrole a regulaci bunééného ristu a déleni. Pro plnou aktivitu tohoto proteinu je nutna
slozitd  posttranslacni modifikace. Jednim  zjejich  kroki  je  pfipojeni
farnesyl-pyrofosfatu na C-termindlni cysteinovy zbytek Ras proteinu. Diky této modifikaci se
muZze protein zakotvit do bunééné membrany, coz je nutné pro jeho funkénost (Goodman et
al. 1990). Zakotveny G-protein Ras mize existovat ve dvou riznych formach. V aktivovaném
stavu s vazanym GTP spousti regulacni kaskadu vedouci k déleni ¢i diferenciaci buriky.
Naopak ve stavu s navazanym GDP je regulacni funkce proteinu uml¢ena. Mutace v genu
pro Ras protein Casto vede k neschopnosti hydrolyzy GTP a Ras tedy zlstdva neustale
v aktivované GTP formé¢. To mé za nésledek vznik nekontrolovatelného nadorového bujeni.
Ras protein je proto pocCitan mezi hlavni lidské onkogeny. Bylo odhadnuto, Ze mutace Ras
proteinu je zodpovédna asi za 20 % vSech nadori. U nddord pankreatu se jednad dokonce az o
90 % ptipadi (Gibbs ef al. 1994). Velmi nadéjnym cilem chemoterapeutické 1écby u téchto
nadorh se jevi inhibice aktivity Ras proteinu a to pravé zablokovanim bunécné
Ras-farnesyltransferdzy (Downward 2003). Diky této inhibici je signalizace Ras proteinu
zablokovana. Aktivita inhibice Ras-farnesyltransferazy byla popsana u manumycinu A, B a C,
s nejvyssi aktivitou u manumycinu A (Hara et al. 1993). Velkou vyhodou manumycini pro
jejich potencialni vyuziti v praxi je vysokd specifita. Zd4d se, ze inhibuji vyhradné
Ras-farnesyltransferazu, zatimco nejsou aktivni vGéi velmi pifibuznému enzymu
geranyl-geranyltransferaze. Ten je schopny castecné suplovat funkci zablokované
farnesyl-transferdzy u nenddorovych bun€k. Navic samotnd aktivita geranyl-
geranyltransferazy je nutna k fad¢ fyziologickych modifikaci ostatnich proteini v buiice.
Vysledkem této specifity je pomérné mald cytotoxicita viii nenddorovym bunkam (Finegold
et al. 1990, Hara et al. 1993).

Jiné vyzkumy ukézaly, Ze manumycin A je také schopen indukovat smrt nddorovych
bunék produkci reaktivnich forem kysliku, tzv. ROS (Reactive Oxygen Species). K témto
vysoce reaktivnim molekuldm jsou zpravidla nadorové builky velice nachylné. ROS spousti
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kaspazovou kaskadu a tim apoptézu builky nebo se piimo ucastni posSkozeni dvouvlaknové
DNA (Pan et al. 2005, Sears et al. 2008).

Protinadorovy ucinek manumycinu A byl prokazan in vitro 1 in vivo u bunék lidského
fibrosarkomu HT1080 (Hara ef al. 1993), bunék nddoru pankreatu (Ito et al. 1996, Kainuma
et al. 1997). U manumycinu A a colabomycinu A byla popsana in vitro cytotoxicka aktivita
vici buitkdm mysi leukémie L-1210 (Zeeck et al. 1987, Grote et al. 1988b). Slabsi in vitro
cytotoxicky ucinek proti riznym nddorovym liniim byl popsan také u manumycinti D, E, F, G
a u izolath TMC A, B, C, D (Shu et al. 1994, Kohno et al. 1996). V soucasnosti jsou
intenzivné studovany mozné kombinace manumycinu A s dal$Simi u¢innymi latkami, které by
popsana trojkombinace latek manumycin A — combretastatin A4 fosfat — paclitaxel (Yeung et
al. 2007). Dal$i zkoumanou moznosti je napt. kombinace se svétlem aktivovanymi pigmenty,
jakym je tteba hypericin B (Sackova et al. 2011).

Nékteré manumycinové latky inhibuji interleukin-1B-konvertujici enzym. Tento
enzym proteolyticky $tépi interleukin-1a, ktery je produkovan aktivovanymi monocyty nebo
makrofagy pfi zanétu. Timto St€penim vznika aktivni forma interleukin-1p. Tato aktivita byla
popsana EI-1511-3, EI-1511-5, EI-1625-2, alisamycinu, ent-alisamycinu, manumycinu A, B,
C, G, U-56,407 a také u asukamycinu (Tanaka et al. 1996, Striz et al. 2008).

Manumycin A je schopen inhibovat aktivitu IKK kindzy (I-kB-Kinase). Ta se
v pritomnosti cytokinu TNF-a (Tumor Necrosis Factor a) nebo interleukinu-1 aktivuje a
fosforyluje transkripcni faktor NF-«xB, ktery dale aktivuje transkripci genti zodpovédnych za
kontrolu tvorby zanétu a onkogeneze. Samotna IKK kinaza se sklada ze tii proteini: IKKa,
IKKf a IKKy. Manumycin A inhibuje IKK protein, ¢imz je kompletné vytfazena aktivita celé
IKK kinazy (Bernier et al. 2006).

Velmi intenzivné jsou v soucasné dob¢ studovany moznosti vyuziti manumycinovych
latek v 1é€bé Alzheimerovy choroby. U manumycinu A byla popsana inhibi¢ni aktivita viici
neutralni sfingomyelindze. Tento enzym hydrolyzuje sfingomyelin za vzniku ceramidu.
Ceramid funguje jako druhy posel pii aktivaci enzymu BACEI (Beta-Secretase 1). Aktivni
forma BACE]1 $tépi APP protein (Amyloyd Prekurzor Protein), ze kterého vznikd tzv. A
(Amyloid-B-peptid). Tento peptid se hromadi v mozku béhem pribéhu Alzheimerovy
choroby a je jednim z hlavnich divodi vznikajici demence (Costantini et al. 2005).
Manumycin A, B a C je také funkénim inhibitorem acetylcholinesterazy, ktera katalyzuje
rozpad acetylcholinu na cholin a acetat. Tento rozpad je v bunkéch fyziologicky navozovan
pro ukonceni synaptického pfenosu vzruchu. V pribéhu Alzheimerovy choroby dochézi
zpravidla k ubytku acetylcholinu, diky némuz k nervovym vzruchiim dochézi. Inhibitor
acetylcholinesterazy blokuje rozpad acetylcholinu, a tudiz zvySuje jeho koncentraci na
synaptickych spojenich. Vyzkumy z poslednich let potvrzuji, Ze G€innost manumycinu A, B a
C je minimaln¢ srovnatelnd s komeréné dostupnym a v praxi pouzivanym preparatem
Tacrine® (Cognex 1993). Dokonce bylo prokézéno, e manumyciny maji mnohem lepsi
specifitu vic¢i acetylcholinesteraze a neovliviiuji, na rozdil od tohoto komeréné dostupného
preparatu, vyznamné butyrylcholinesterdzu, jejiz nespecificka inhibice vede k vyraznym
vedlejsim ucinkiim (Zheng et al. 2007).
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2.2 Biosyntéza polyketidovvch latek

2.2.1 Podobnost a rozdily mezi biosyntézou polyketidu a mastnych kyselin

Biosyntéza mastnvych kyselin

Polyketidova syntéza je ve své podstaté velmi podobné syntéze mastnych kyselin. Tu
zajistuji velké enzymatické systémy nazyvajici se syntdzy mastnych kyselin (FAS — Fatty
Acid Synthase). FAS se nachézi v kazdé zivé bunice. Samotna syntéza mastnych kyselin je
zalozena na Claisenové kondenzaci malonylovych (vyjime¢né i jinych) podjednotek, které
jsou postupné piipojovany ke startovaci podjednotce. Tou je v tomto piipadé nejcasteji acetyl,
ktery je odvozen budto pfimo od acetyl-CoA nebo vznika dekarboxylaci malonyl-CoA
(Obr. 4). Vysledkem je dlouhy acylovy fetézec. Béhem biosyntézy je startovaci jednotka
nejprve navazana na thiolovou skupinu cysteinu enzymu B-ketoacylsyntazy (KS). Dale je
malonylova prodluzovaci jednotka pomoci enzymu malonyl-CoA:ACP-transacylaza (MAT)
navazana z malonyl-CoA na thiolovy zbytek specifického ACP proteinu (Acyl-Carrier-
Protein), ktery je také jednou z dilezitych soucasti kazdého FAS komplexu (Obr. 4). Samotny
thiolovy zbytek se nenachéazi ptimo na ACP proteinu, ale na specifické fosfopanteteinové
skupiné, kterd je pfipojena béhem posttranslacni modifikace na serinovy zbytek ACP proteinu
(Walsh et al. 1997). Fosfopanteteinova skupina funguje jako dlouhé pruzné rameno, které drzi
cely vznikajici fetézec a je esencidlni pro funkénost ACP proteinu i celého FAS komplexu. Po
navazani malonylu na ACP katalyzuje KS iniciovand navazanym acetylem prvni kondenzaci,
jejimz vysledkem je vznik B-ketoesteru (Obr. 4). V pfipadé bakterialni FAS zprostiedkovava
tuto prvni kondenzaci KS typu III (FabH u E. coli) (Rock & Jackowski 2002). Vznikly
B-ketoester se nasledn¢ cely vaze na ACP. V dalsi fazi nésleduji vzdy tfi stejné enzymatické
kroky vedouci k odstranéni B-kysliku, ktery vznikd pti kazdé kondenzacni reakci (Obr. 4).
Konkrétné je to redukce ketoreduktizou (KR), dehydratace dehydratdzou (DH) a ve findle
dalsi redukce enoylreduktazou (ER). Po probéhnuti vSech téchto reakci je mozno piipojit ke
vznikajicimu fetézci dal$i malonylovou podjednotku a opakovat cely cyklus. Ten zacina
opétovnym navazanim vznikajiciho tetézce z ACP na KS a dalsi kondenzaci malonylové
podjednotky. V elonga¢nich kondenzacich se uplatiiuji KS typu I nebo II (FabB a FabF u E.
coli). KS T a II jsou velmi ptibuzné enzymy, které nelze rozlisit na zaklad¢ jejich sekvence,
avSak vykazuji nékteré rozdilné substratové specifity. Napi. KS I se ucastni vyhradné
biosyntézy nenasycenych mastnych kyselin (Rock & Jackowski 2002). Reakce pokracuje
dal§imi elongacemi, dokud neni dosazeno pozadované délky fetézce (nejcastéji do délky
Sestnacti uhlikl — kys. palmitova) . Pii dosazeni findlni délky se uplatiiuje posledni enzym —
thioesteraza (TE) (Obr. 4). Vysledny produkt je jeho plsobenim uvolnén ve formé volné
mastné kyseliny nebo acylesteru. Popsany mechanismus je shodny pro vSechny FAS systémy.
Ve vSech FAS lze tedy odlisit komponenty s témito enzymatickymi aktivitami — KS, KR, DH,
ER, TE, ACP a MAT.

FAS systémy jsou rozdélovany do skupin. FAS II systém byl popsadn u bakterii,
nekterych parazit, ale také v mitochondriich nebo chloroplastech. Jedna se zpravidla o
jednotlivé proteiny s monoenzymatickymi funkcemi, které se postupné podileji na syntéze
mastné kyseliny. FAS I byl popsan jako velky multienzymaticky protein, ktery obsahuje
mnoho katalytickych mist pro jednotlivé kroky biosyntézy. Typicky se nachazi u
eukaryotnich organismti. Toto rozliSeni se stalo zékladem 1 pro déleni polyketid-syntaz.
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Obr. 4: Prubeh biosyntézy mastnych kyselin. (A) vazba malonylu z malonyl-CoA na malonyl-ACP, (B) iniciace
KS navéazanim acetylu (jeho zdrojem je pfimo acetyl-CoA nebo vznikd dekarboxylaci malonyl-CoA), (C)
kondenzace (pienos malonylu z malonyl-ACP na acyl-KS), (D) tfikrokové odstranéni B-kysliku, (E) pfenos
rostouciho acylového fetézce z ACP na KS k dalsi kondenzaci, (F) odStépeni findlniho produktu pii dosazeni
pozadované délky acylového fetézce. Pievzato z Staunton & Weissman (2001).

Biosyntéza polyketidu

Biosyntéza polyketidii je rovnéz zalozena na postupné Claisenové kondenzaci
acyl-CoA substrati a v bunice je zajiSténa enzymatickymi systémy, které se nazyvaji
polyketid-syntazy (PKS). Témi disponuji pfedevsim bakterie a houby. Byly také popsany
PKS systémy u vysSich rostlin nebo nekterych protist (Zhu et al. 2002, Flores-Sanchez &
Verpoorte 2009). Od FAS se PKS lisi predevSim SirSim spektrem substratll, které mohou
jejich enzymy akceptovat jako startovaci nebo prodluzovaci jednotky. Startovaci jednotkou
muze byt nejen acetyl-CoA, kterou klasicky vyuzivd FAS systém. Bézné je pouziti
butyryl-CoA, propionyl-Co, cyklohexyl-CoA nebo i aromatického benzyl-CoA. Piikladem
nezvyklé startovaci jednotky je naptf. 1 biosyntéza horniho (CHC-CoA) a spodniho
(aktivovana 3,4-AHBA) fetézce u asukamycinu (viz. kapitola 2.2.6). Prodluzovaci jednotkou
mize byt u PKS vedle malonyl-CoA 1 metylmalonyl-CoA, etylmalonyl-CoA,
metoxymalonyl-CoA a dalsi (Staunton & Weissman 2001). Druhym hlavnim rozdilem u PKS
je, ze vznikajici B-ketoester nemusi byt vzdy podroben kompletnimu tfikrokovému cyklu
(KR, DH, ER) vedoucimu k odstranéni B-kysliku, ktery vznika pifi kazdém pfipojeni
prodluzovaci jednotky. Pted dalsi kondenzaci tak mohou probéhnout jen nékteré nebo zaddna
z téchto reakci. Finalni polyketidy tedy mohou nést alkylové, hydroxylové, enoylové nebo
keto skupiny (Bibb ef al. 1989).
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Ve fazi, kdy je rostouci polyketidovy fetézec vazany na ACP miize probéhnout mnoho
dalsich modifikaci fetézce, ktery zajistuji pfidatné enzymy nebo piimo enzymové domény
samotné PKS (oxidace, cilena cyklizace atd.). Po ukonceni polyketidové syntézy a fyzického
oddgleni vzniklého produktu od PKS systému jsou latky Gasto jesté dale modifikovany. Casta
je napt. metylace, glykosylace, oxidace, dalsi cyklizace nebo aromatizace polyketidu. Enzymy
ucastnici se téchto Uprav se souhrnné oznacuji jako tzv. ,tailoring” enzymy (Weissman 2009).
Rozli¢nost uprav vznikajiciho fetézce, vyuziti riiznych startovacich a prodluzovacich jednotek
a ruzné dalsi upravy pomoci ,tailoring enzymu jsou divodem obrovské rozmanitosti
znamych latek vznikajicich touto biosyntetickou drahou.

Velkd podobnost FAS a PKS systémli umoznuje v nékterych ptipadech sdileni ¢i
nahraditelnost jednotlivych enzyma pro obé drahy. Typickym ptikladem je enzym MAT.
Tuto enzymatickou aktivitu zajistuje jeden enzym pro PKS i FAS (viz. kapitola 2.2.3). Byly
také popsany latky, které jsou syntetizovany z ¢asti FAS i PKS systémem. Typickymi
zastupci takovychto FAS/PKS biosyntetickych hybridi jsou napt. komponenty bunééné stény
u mykobakterii (Kolattukudy et al. 1997).

2.2.2 Rozdéleni PKS

Podle vzoru FAS systémt jsou 1 PKS rozd€lovany do skupin (typ I, II a III).
V literatute jsou nékdy PKS déleny také na iterativni, modularni a iterativné¢ modularni nebo
jsou popisovany jako jednotlivé unikatni biosyntetické systémy, které nelze jednoduSe zatadit
do navzijem jasné¢ oddélenych skupin I, II a III (Muller 2004).

Celkove vyuzivaji PKS systémy dvou hlavnich strategii. V prvnim piipad¢ se jedna o
mohutny, multimoduldrni enzym (PKS I, moduldrni PKS). Kazdy z jeho modula
zprostiedkovava pravé jeden krok elongace polyketidového fetézce. Podle enzymatickych
aktivit v jednotlivych modulech a vzajemného potradi téchto modulli 1ze pomérné jednoduse
predikovat, jakou strukturu bude mit vysledny produkt. Klasickym ptikladem PKS I jsou
biosyntetické systémy makrolidl, napt. DEBS-PKS (6-Deoxyerythronolid B Synthase-PKS)
zapojeny v biosyntéze erytromycinu (Obr. 5) (Donadio ef al. 1991).

Druhou skupinou jsou PKS systémy, které¢ vyuzivaji enzymatické aktivity nutné pro
vznik polyketidového fetézce opakované (PKS II, iterativni PKS). Pro jejich zapojeni
v biosyntéze aromatickych bakteridlnich polyketidi jsou nékdy také oznacCovany jako
bakterialni aromatické polyketid-syntazy. Iterativni PKS vSak syntetizuje také napft. linearni
fetézce manumycind. Diky opakovanému (iterativnimu) pouziti stejnych enzymt béhem celé
biosyntézy neexistuje korelace mezi pocCtem aktivnich mist a po¢tem enzymatickych krokua
v biosyntéze. Tudiz je velmi tézké predikovat strukturu vysledného produktu. Modelovym
PKS II systétmem je napi. PKS podilejici se na biosyntéze antibiotika actinorhodinu
(Malpartida & Hopwood 1986).

Pomérné neddvno byl popsan zvlastni biosynteticky systém PKS III. Ten se podili
napft. na syntéze chalkonu a dalSich metabolitti u vyssich rostlin. Bylo popsano také n¢kolik
PKS III systémi u bakterii nebo hub (Austin & Noel 2003, Katsuyama & Ohnishi 2012).
Jedna se o homodimerni iterativni ketosyntazu, ktera zprostfedkovava kondenzaci
malonyl-CoA a zéaroven nasledné upravy fetézce, predev§im specifickou cyklizaci. PKS III
nevyuziva narozdil od ostatnich PKS systémii ACP protein, ale iniciuje syntézu piimo na
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p-coumaryl-CoA a dalsi (Flores-Sanchez & Verpoorte 2009).
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2.2.3 Minimalni PKS

V genovém shluku PKS systémt typu II (iterativni systémy) lze vzdy rozliSit
minimaln¢ tfi zékladni slozky, které jsou esencidlni pro polyketidovou syntézu. Jedna se o
ACP protein, funkéni KS (typu I/Il) a tzv. chain-length-factor (CLF), ktery se podili na
regulaci délky vznikajiciho polyketidového fetézce. Pfi pokusech o provedeni polyketidovych
reakci v in vitro systému bylo zjiSténo, ze ACP, KS a CLF samostatn¢ nejsou schopny
katalyzovat kondenzaci malonyl-CoA. Dalsi, ¢tvrtou nutnou slozku pro zapoceti a prob&éhnuti
reakci v in vitro systémech, je FabD malonyl-CoA:ACP-transacyldza (MAT). FabD byla jiz
diive popsana jako jeden z enzymu syntézy mastnych kyselin (Rock & Jackowski 2002).
Katalyzuje pfenos malonylu z malonyl-CoA na ACP a je v buiice nejspi§ vyuzivana PKS i
FAS systémem. Jedna se tedy o enzym, ktery v buiice propojuje primarni a sekundérni
metabolismus (Carreras & Khosla 1998). Tyto zakladni enzymatické slozky jsou souhrnné
oznacovany jako minimalni PKS. Ta syntetizuje pouze zékladni polyketidovou kostru, ktera
je pomoci dalSich enzyma PKS systému pfeménéna na finalni produkt. Pokud biosyntéza
probiha pouze za ucasti minimalni PKS, produkt se zpravidla velmi lisi od finalni latky. Ve
vznikajicich neredukovanych, vysoce reaktivnich polyketidovych fetézcich dochazi casto
k samovolnym cyklizacim. Samovolné cyklizace vedou zpravidla k nabyti zcela odlisnych
struktur molekul (McDaniel ef al. 1994).

KS a CLF spolecné vytvari tésny heterodimer. ACP se vaze slabé, ale velmi
specificky ke KS (Tang et al. 2003b). KS I/II je funkénim enzymem jak v iniciaci syntézy, tak
ve vSech nasledujicich elonga¢nich reakcich. V minulosti se ptfedpokladalo, Ze o iniciaci
syntézy se stara CLF. To vSak bylo vyvraceno pozdé¢jSim vyzkumem krystalografické
struktury heterodimeru KS/CLF z PKS actinorhodinu (viz. kapitola 2.2.5).

2.2.4 Moznosti iniciace polvketidové syntézy

Asi nejlépe prostudovany je PKS systém, ktery se i€astni biosyntézy antibiotika a
modrého pigmentu actinorhodinu z producenta Streptomyces coelicolor A3(2) (Wright &
Hopwood 1976). Prvnim krokem actinorhodinové PKS (ActPKS) je dekarboxylace
malonyl-ACP, kterou katalyzuje dimer KS/CLF. Vznika acetyl, ktery je nasledn¢ prenesen
zACP na KS/CLF, ¢imz je tento dimer iniciovan k dal§imu moznému pfipojovani

.....

......

nevyuzivajici dekarboxylaci malonyl-CoA na acetyl. Modelem pro tento piipad je PKS
podilejici se na syntéze antagonisty estrogenového receptoru R1128 (ZhuPKS) (Hori et al.
1993). Pii biosyntéze R1128 je v prvni fazi namisto acetylu pouzit propionyl-CoA (popf.
izobutyryl-CoA). Vedle klasické minimalni PKS zde funguje jesté jeden separatni systém
vlastni ACP (ZhuG). ZhuH patii do skupiny KS typu III (KS III) a vykazuje velkou
podobnost s FabH B-ketoacylsyntdzou mastnych kyselin (viz. kapitola 2.2.1). Tento druhy
specifickému ACP proteinu ZhuG. Néasledné ZhuH zajistuje kondenzaci malonylu s
propionyl-CoA ¢i izobutyryl-CoA. Na vzniklém meziproduktu dale probéhne tiikrokové
odstranéni B-kysliku. V pfipadé R1128 se na tomto kroku podili patrné enzymy FAS systému,
jelikoz v genovém shluku pro R1128 tyto enzymy nebyly identifikovany. Teprve takto
iniciovana startovaci jednotka je pfedana minimalni PKS (elonga¢ni modul), ktera katalyzuje
zbylé kondenzacni kroky (Obr. 5) (Marti et al. 2000). Zakladem oddéleni obou reakei je
rozdilnd afinita ACP proteint k riznym substratiim a rtizna afinita KS k témto ACP (Tang et
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zapojen do formace horniho fetézce nékterych manumycinovych antibiotik (viz. kapitola
2.2.6).

Pribéh iniciace polyketidové syntézy vyznamné ovliviiuje strukturu findlni latky a
muze byt jednou z moznosti uméelych uprav polyketidi (viz. kapitola 2.3). U BenPKS bylo
prokdzano, ze pfi vyfazeni genu pro KS III (BenQ) prebird jeho funkci automaticky enzym
FabH z FAS systému. Ten inkorporuje do finalni molekuly benastatinu alternativni linearni
startovaci jednotky pouzivané v syntéze mastnych kyselin (Xu et al. 2009).
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B. Prevzato z Liou & Khosla (2003).
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2.2.5 Regulace délky vznikajicich polyketidovvch Fetézcu

Funkce CLF v heterodimeru KS/CLF

Hlavnim parametrem urcujicim finalni strukturu polyketidu je délka vznikajiciho
polyketidového fetézce. Zptisob, jakym je tato délka regulovédna, neni dodnes zcela vyjasnén.
Teorie, Ze hlavnim faktorem ovlivitujicim délku fetézce by mohl byt pravé CLF, byla poprvé
potvrzena heterologni expresi riznych kombinaci KS a CLF. Modelovymi latkami pro tento
experiment byly aromatické polyketidy actinorhodin, granaticin a tetracenomycin.
Actinorhodin a granaticin jsou oba oktaketidy (béhem biosyntézy dojde celkem k osmi
kondenzacim malonyl-ACP a celkové ma tedy vznikly polyketidovy fetézec 16 uhlikl).
Tetracenomycin je dekaketid (deset kondenzaci). Jednotlivé geny pro slozky heterodimeru
KS/CLF byly exprimovany v Streptomyces coelicolor CH999. Jednd se o mutantni kmen
Streptomyces coelicolor A3(2), vjehoz chromosomu byl kompletné vydeletovan genovy
shluk pro produkci actinorhodinu. Pii koexpresi KS z producenta actinorhodinu (ActKS) a
CLF z producenta granaticinu (GraCLF) spole¢né s ACP proteiny nedochazi k zadné zméné
v délce fetézce u vysledného produktu oproti minimélni ActPKS a GraPKS. Vznikd vzdy
oktaketid. Pfi spojeni tetracenomycinové KS (TcmKS) s actinorhodinovym CLF (ActCLF)
byl syntetizovan taktéz oktaketid. To jednozna¢né oznacilo CLF jako faktor zodpovédny za
délku fetézce. Pfi spojeni ActKS a TcmCLF nedochédzelo k syntéze zadného produktu
(McDaniel et al. 1993). V dalSich experimentech bylo ukazano, ze TcmCLF lze funkn¢né
spojit pouze s mutovanou ActKS, ktera obsahuje uprostfed sekvence kratky usek z TemKS.
To opét potvrdilo fuknci CLF, ale hlavné ukézalo na vysokou specifitu vazby mezi KS a CLF
(Burson & Khosla 2000).

Jednim z poslednich popsanych CLF je FAmCLF z PKS podilejici se na biosyntéze
pentadekaketidu fredericamycinu (patnact kondenzaci) (Wendt-Pienkowski et al. 2005).
Jedna se o prozatim nejdel$i popsany fetézec u aromatickych bakterialnich polyketida.
Funkce FAmCLF se v mnohém li§i od prozatim popsanych CLF. Pfi expresi samotné
minimalni FdmPKS vznikaji produkty o velikosti undekaketidu (jedenact kondenzaci) az
dodekaketidu (dvanact kondenzaci). Je tedy evidentni, Ze na finalni délce fredericamycinu se
podili kromé CLF jesté dalsi, prozatim neznamy faktor. Vyznamnou roli by zde mohl hrat KS

.....

chybéjici dodekaketidu do findlni délky pentadekaketidu (Szu et al. 2011).

Struktura CLF a mechanismus regulace délky polyketidu

Aminokyselinova sekvence popsanych CLF je pomérné blizka sekvenci KS (Obr. 6).
U heterodimeru KS/CLF se tedy jedna patrné o ukazku evoluce ptivodniho homodimeru. KS
podjednotka se specializovala na katalyzu, zatimco CLF vyhradné na regulaci délky fetézce.
KS nese v aktivnim misté vysoce konzervovany cystein (C169 v ptipadé ActKS), ktery
spolecné s dvéma histidiny v okoli vytvafi tzv. katalytickou triddu (H309 a H346 u ActKS).
Cystein konkrétné zprostiedkovava piipojeni rostouciho fetézce pies thioesterovou vazbu
k molekule KS. Popsané CLF tento cysteinovy zbytek v aktivnim misté vzdy postradaji.
Stejné tak postradaji oba histidiny katalytické triady (Obr. 6). Piivodni predstava byla takova,
ze do regulace délky miiZze byt zapojena aminokyselina, kterd se nachazi u CLF ve stejné
pozici jako aktivni cystein u funkéni KS. Tato aminokyselina byla experimentaln¢ nahrazena
za jiné, avSak vysledné produkty se od plivodniho nijak neliSily, coz tuto teorii vyvratilo
(Dreier & Khosla 2000).

Pti biosyntéze mastnych kyselin musi rostouci fetézec vzdy opustit KS, aby mohl byt
dalSimi enzymy podroben kompletni redukci B-kysliku (viz. kapitola 2.2.1). Naopak pfi
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biosyntéze polyketidl je zddouci, aby rostouci fetézec zustal izolovan od okolniho prostiedi,
protoze neredukovany polyketid je extrémné reaktivni a podléha snadno spontannim
cyklizacim (McDaniel et al. 1994). Jiz dfive se tedy predpokladalo, Zze minimalni PKS je
néjakym zpiisobem schopna oddélit rostouci polyketid od okoli. V roce 2003 byl vytvoren
homologni model dimeru ActKS/CLF vygenerovany na zakladé¢ zndmé struktury FabH
homodimeru (Protein Data Bank: 1QXG). Tento model ukézal, ze syntéza polyketidového
fetézce probihd ve struktuie oznacené jako polyketidovy tunel. Homologni model vSak
neposkytl dostatecné rozliSeni v této oblasti (Tang et al. 2003a). O rok pozd¢ji byla proto
vytvofena krystalograficka struktura ActKS/CLF (Protein Data Bank: 1TQY). V ni byl jiz
pomérné detailné popsan cca 17A dlouhy amfipaticky polyketidovy tunel, ktery za¢ina
v pozici konzervovaného cysteinu aktivniho mista KS a prochézi spolecnym rozhranim obou
podjednotek (Obr. 7). Spole¢ny povrch obou proteind ¢ini asi 20,2 % plochy monomerniho
povrchu molekul. Aminokyselinové zbytky, které tvofi stény polyketidového tunelu pochazi z
KS i CLF a jsou mezi riznymi PKS zna¢né konzervované. Tunel je zakoncen koncovou
strukturou helix-turn-loop, ktera je soucasti CLF podjednotky (Keatinge-Clay et al. 2004).
Porovnani této koncové struktury urtiznych CLF wukazalo taktéz vysokou miru
konzervovanosti, az na aminokyseliny v pozici 112 a 116 (pocitano dle ActCLF). Srovnanim
CLF podilejicich se na biosyntéze rtizné¢ dlouhych produktii vrozmezi oktaketidu az
dodekaketidu, se ukézal trend, ze ¢im je vysledny fetézec delsi, tim méné objemné
aminokyseliny jsou obsazeny v téchto dvou pozicich. Stejné tak konzervovany fenylalanin
v pozicich 109 a 133 u ActCLF je u dodekaketidového TcmCLF vyménén za mensi glycin a
izoleucin. Na zéklad¢ tohoto vznikl pfedpoklad, ze pravé objemnost aminokyselin v urc¢itych
pozicich je klicem k regulaci délky vysledného polyketidového fetézce. Experimentalné byla
tato teorie testovana cilenou vyménou aminokyselin v téchto mistech. Pfi zaméné
fenylalaninu 116 za mensi alanin u ActCLF (ActCLF:F116A) bylo pii koexpresi s ActKS a
ACP identifikovano v in vivo systému 94 % produktl jako klasicky oktaketid a 6 % jako
dekaketid. V in vitro systému bylo zastoupeni dekaketidli dokonce 64 %. V ptipad¢ dvojité
mutace ActCLF:FI09A/F116A se produkce dekaketidu jesté zvySila v in vivo systému na
66 %, vin vitro na 96 %. To jasné potvrdilo zavislost délky polyketidu na objemnosti
aminokyselin v téchto pozicich (Tang ef al. 2003a). V krystalografické strukture ActKS/CLF
bylo identifikovano jesté¢ nékolik dalSich mist, které patrné vyznamné reguluji velikost
vznikajiciho fetézce. VSechna tato mista byla oznafena jako tzv. brany. Na ActKS/CLF se
jich nachéazi celkem sedm (Obr. 7). Otevirani a uzavirani téchto bran je s nejveétsi
pravdépodobnosti mechanismem, ktery urCuje findlni délku fetézce. Pokud je brana
polyketidového tunelu uzavienda velkym aminokyselinovym zbytkem, dochazi k ukonceni
biosyntézy. Naopak oteviend brana dovoluje piipojit dalSi malonylovou jednotku a tak
prodlouzit fetézec k oblasti dal$i brany, kterd je opét uzaviena nebo oteviena. Porovnani
aminokyselin u rtiznych dalSich CLF v pfedpokladanych oblastech bran tuto teorii také plné
podporuje (Obr. 7) (Keatinge-Clay et al. 2004). Piesny mechanismus ukonceni polyketidové
syntézy a oddéleni fetézce od dimeru KS/CLF pii dosazeni findlni délky je prozatim stale
neznamy.

Vytvoreni krystalografické struktury navic vyvratilo, ze by se CLF podjednotka
podilela katalyticky v iniciaci biosyntézy. V ptedchozich vyzkumech FAS bylo uk4zéano, Ze
KS zFAS systétmu lze jednoduchou mutaci, ktera nahradi cystein v aktivhim misté¢ za
glutamin, pfeménit na funk¢ni dekarboxylazu. Myslelo se proto, ze jelikoz CLF tento cystein
také postrada, miize mit funkci dekarboxylazy v iniciaci polyketidové syntézy (viz. kapitola
2.2.4). Prostor, kde by méla tato katalyza u CLF probihat je vSak fyzicky pfili§ maly a vazba
malonyl-CoA do téchto mist je zcela vylouCend. Iniciaéni dekarboxylaci tedy u PKS
katalyzuje KS podjednotka (Keatinge-Clay ef al. 2004).
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Obr. 6: Porovnani homologie aminokyselinovych sekvenci. Barevny pruh ukazuje miru homologie
aminokyselinovych sekvenci, pfiCemz cCervend barva odpovidd homologii 100 %. (A) porovnani
aminokyselinovych sekvenci ActKS a ActCLF v tsecich 125-205 a 285-367 (pocitano dle ActKS), zelenym
rameckem je oznacen cystein aktivniho mista ActKS (C169) a dva histidiny katalytické triady ActKS (H309 a
H346). (B) porovnani aminokyselinovych sekvenci AsuC13 a AsuC14 v oblastech 125-207 a 261-343 (pocitano
dle AsuC13), zelenym rameckem je oznacen cystein aktivniho mista AsuC13 (C151) a dva histidiny katalytické
triady AsuCl13 (H285 a H322). (C) porovnani aminokyselinovych sekvenci ActCLF (CLF z producenta
actinorhodinu), GraCLF (granaticinu), ZhuCLF (R1128), TemCLF (tetracenomycinu), GrhCLF (griseorhodinu
B), FAmCLF (fredericamycinu) a AsuCl14 v oblastech 107-188 a 288-370 (pocitano podle ActCLF), ¢islo
v zavorce udava pocet atomti uhliku v syntetizovaném polyketidovém fetézci. Oranzové useky odpovidaji ve
vétsing rozdilim AsuCl14 oproti ostatnim CLF. Cerveny rameéek oznatuje konzervovany glutamin, ktery u
znamych CLF nahrazuje aktivni cystein.

K porovnani sekvenci byl pouzit program ClustalW?2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2), pro grafické

zpracovani byl pouzit program Lasergene® MegAlign, DNASTAR, verze 7.1.0 (http://www.dnastar.com/t-sub-
products-lasergene-megalign.aspx).
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Obr. 7: Detail struktury polyketidového tunelu dimeru ActKS/CLF. KS podjednotka je oznacena zlutou barvou,
CLF podjednotka zelenou barvou. Cervenou &arou je naznaéen prostor, kudy prochazi syntetizovany
polyketidovy fetézec. Oteviené brany jsou oznaceny modie (malé aminokyselinové zbytky), uzaviené brany
cervené (velké aminokyselinové zbytky). V tabulce je uvedeno porovnani aminokyselin vyskytujicich se v sedmi
oznacenych oblastech bran u riznych CLF (Tcm= tetracenomycin, Gri = griseorhodin B, Whi = whiE sporovy
pigment). Cislo v zavorce udava podet atomi uhliku v syntetizovaném polyketidovém fetézci. Pievzato
z Keatinge-Clay ef al. (2004).

Regulace délky polyketidovych fetézcu u manumycinovych antibiotik

Dosud popsané CLF proteiny a mechanismy regulace délky polyketidovych fetézct
byly zkouméany vyhradné u aromatickych latek v rozmezi hexaketidu az pentadekaketidu.
Prozatim nebyl proveden zadny vyzkum zplsobu regulace délky kratSich polyketidovych
fetézcl, které jsou napf. soucasti struktury manumycinovych antibiotik. Délka spodniho
fetézce u zndmych manumycini je vrozmezi diketidu (U-62,162) az tetraketidu
(colabomyciny).

V biosyntetickém shluku asukamycinu, manumycinu A a colabomycinu E byly
popsany geny, které se rlznym zpusobem podileji na biosyntéze horniho a spodniho
polyketidového ftetézce. V piipadé spodniho fetézce je situace u vSech tfech zastupcl
podobna. Vzdy jsou zde pifitomny geny pro ACP protein (asu/man/colCI1), ArCP protein
(Aryl-Carrier-Protein) (asu/man/colC12), KS VII (asu/man/colC13) a jeden dalsi protein,
ktery vykazuje urcitou podobnost s KSVII (asu/man/colC14) (Obr. 8) (Rui et al. 2010,
Petticek et al. — nepublikovand data). VSechny tyto geny jsou patrné soucasti jedné
transkrip¢ni jednotky. Bylo prokazano, ze inzeréni mutace vedouci k vyfazeni funkce genu
asuC13 (KS I/II) u producenta asukamycinu vede k zastaveni syntézy spodniho fetézce a tim i
k zastaveni produkce asukamycinu. Jednd se tedy o esencidlni KS pro syntézu spodniho
fetézce (Rui et al. 2010). Sekvence AsuC13 obsahuje pro KS typickou katalytickou triddu
C151, H285 a H322. AsuCl14 je do jist¢ miry homologni s AsuC13. Postrada vSak tuto
katalytickou triadu a cast sekvence na N-konci (Obr. 6). Touto strukturou se tedy podoba
dosud popsanym CLF proteinim. Porovnani sekvenci AsuC14 a vybranych CLF podilejicich
se na biosyntéze aromatickych latek vrozmezi hexaketidu az pentadekaketidu ukazuje
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v nékterych mistech pfitomnost stejnych konzervovanych sekvenci. Na druhou stranu
AsuC14 mnoho konzervovanych sekvenci zastoupenych u téchto znamych CLF postrada
(Obr. 6).

Vliv delece samotného genu asuCIi4 na produkci asukamycinu prozatim nebyl
publikovan v zadné praci. Z umisténi v biosyntetickém shluku a sekvence AsuCl4 lze
usuzovat, Ze by se mohlo jednat o zcela novy typ CLF proteinu, ktery tvofi heterodimer s KS
I/IT AsuC13 a urcuje délku téchto kratSich polyketidovych fetézct (trien u asukamycinu a
manumycinu A, tetraen u colabomycinu E). Teorii, zda je AsuC14 skutecné zodpoveédny za
regulaci délky fetézce, by méla vysvétlit analyza produkovanych manumycinii u mutanta
Streptomyces nodosus ssp. asukaensis s tzv. ,in-frame* deleci (nedochazi k posunu ¢teciho
ramce ani vytvoieni pred¢asného stop kodonu) v oblasti genti asuC13—C14, ve kterém budou
exprimovany geny CI3 a CI4 (spoletné¢ s ACP) z pfirodnich producenti asukamycinu
(Streptomyces nodosus ssp. asukaensis), manumycinu A (Streptomyces parvulus Ti64) a
colabomycinu E (Streptomyces SOKI/S 4) v rﬁzn}'/ch sadach.
prokazano, ze se na biosyntéze podileji produkty genu asuC3, asuC4 (koduji dve KS III) a
asuC5 (koduje ACP protein). Mutant sinzeréni mutaci téchto genii vedouci k jejich
funkénimu vyfazeni je vSak stidle schopen produkovat malé mnozstvi kompletniho
asukamycinu. Navic se zvySuje podil biosyntézy minoritnich latek produkovanych
producentem asukamycinu. Zda se tedy, ze tyto KS III hraji urcitou roli v iniciaci biosyntézy
horniho fetézce (Rui ef al. 2010). V genovém shluku pro biosyntézu manumycinu A se ve
stejné oblasti nachazeji také dvé KS III a navic jeden dalsi protein s prozatim nezndmou
funkci. V ptipad¢ colabomycinu E se zde nachéazi pouze dvé KS I/IT (Obr. 8).

oblast genu pro spodni retézec oblast geni pro horni Fetézec
L asuCl12 .
AS U rasuCll asuC13 asuC'l4 : : asuC3 asuC4 asuCy
EA( PA( P KS1/'ma CLF ? F ACP
: manC12 Vo _ e
M AN smanC'11 manCli3 manC14 . manC3 manCs e manC4 ¢
| DO ———D> ¢ | | SO i > |
ACP 4 cp KSI'm CLF ? KS IIT ACP KS III :
: colC12 x
rcolC11 colC'13 colCl4 : eolCs colC3 colC4
C OI‘ tACP  cp KSTI CLF? i LAcP  KSTI KS V1L
o kbp

Procentualni podobnost s homolognimi geny z producenta asukamycinu: 50-10 -

Obr. 8: Porovnani dvou oblasti z biosyntetickych genovych shlukti asukamycinu (ASU), manumycinu A (MAN)
a colabomycinu E (COL), kde se nachazeji geny s pfedpokladanou ¢i ovéfenou funkci v biosyntéze spodniho a
horniho polyketidového fetézce. Prevzato z Petficek et al. (nepublikovana data).
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2.2.6 Biosyntéza manumycinovych latek

Biosyntéza manumycinovych antibiotik byla prozatim nejlépe prostudovana u
asukamycinu. U ného byl izolovan kompletni biosynteticky shluk gent, ktery byl
osekvenovan a anotovan (GenBank No. GQ926890). Velikost genového shluku byla urena
na 63922 bp a celkové vném bylo popsano 36 potencidlnich otevienych ctecich ramci.
K nim byla nasledné pfifazena jejich hypotetickd funkce na zakladé sekvencni podobnosti
s jinymi geny a tato funkce byla u vétSiny experimentalné ovéfena. Geny zapojené v riznych
¢astech biosyntézy, transkripéni regulaci ¢i exportu asukamycinu z bakterialni bunky byly
rozttidény dle své funkce do celkem osmi skupin (Obr. 9) (Rui et al. 2010). V soucasnosti se
pracuje také na objasnéni kompletni biosyntetické drahy manumycinu A a colabomycinu E.

Producenti manumycinovych antibiotik casto produkuji vice nez jednu latku
manumycinového typu. Z nich je zpravidla jedna latka majoritni. Krom¢é majoritni latky maze
byt syntetizovano vétsi ¢i mensi mnozstvi minoritnich manumycind, tzv. kongenerii. Napf.
producent manumycinu A produkuje také mal¢ mnozstvi manumycinu B a C (Sattler et al.
1993). Producent asukamycinu produkuje mensi mnozstvi manumycinu G, manumycinu E,
EI-1511-5 a U-56,407 (Hu & Floss 2006). Tyto latky se nejcastéji liSi ve startovaci jednotce
horniho fetézce a vznikaji pravdépodobné ne zcela specifickou volbou prekurzorti pro syntézu
manumycinovych fetézct.

R2 C1 C4 C3 C6 C7CIC8 C14C13C11 C15
R4R3 R1 B4 B3 B2 c2 E2C10 A2 At D1 D2 D3 C12A3 M1 RS H1 R6

385Kb

Obr. 9: Biosynteticky shluk asukamycmu u producenta Streptomyces nodosus ssp. asukaensis bez regulacnich
sekvenci. Modfe jsou oznaCeny geny ucastnici se biosyntézy mC;N podjednotky, Cervené geny pro syntézu
CHC-CoA, bile pro syntézu horniho a spodniho polyketidového fetézce, zelen¢ pro syntézu CsN podjednotky,
Sedé jsou oznaceny transkripéni faktory, cerné¢ geny pro oxidaci mC;N podjednotky a zlut€¢ gen pro
asukamycinovy exporter. Pfevzato z Rui et al. (2010).

Biosyntéza mC;N podjednotky

Zakladnim prekurzorem mC;N podjednotky je kyselina 3-amino-4-hydroxybenzoova
(3,4-AHBA) (Gould et al. 1996). Diky tomuto zjisténi byly v minulosti manumyciny
zafazeny do samostatné skupiny latek. Pivodné totiz existoval ndzor, Ze se jedna o
podskupinu ansamycint, které maji poruseny ¢i nekompletni fetézec. Ty vSak jako prekurzor
vyuzivaji 3,5-AHBA. Prekurzory 3,4-AHBA jsou l-aspartat-4-semialdehyd (ASA), ktery
pochézi z Krebsova cyklu a dyhydroxyaceton nebo dihydroxyacetonfosfat (DHAP). Zdrojem
DHA nebo DHAP je trioza. Mezi DHA/DHAP a ASA prob¢hne kondenzace a nasledna
cyklizace (Thiericke et al. 1990). V ptipad¢ asukamycinu se na formaci mC;N podjednotky
podileji geny ze skupiny A (Obr. 9). Po zformovani je 3,4-AHBA pomoci AsuA2 aktivovana
adenylaci na karboxylové skupiné€ a celd navdzéana na specificky ArCP protein AsuC12. Takto
aktivovany prekurzor mC;N podjednotky vazany na ArCP je pouZit jako startovaci jednotka
pro biosyntézu spodniho polyketidového fetézce (Rui et al. 2010). V poslednim kroku
biosyntézy manumycint je jest¢ mC;N podjednotka podrobena epoxydaci nebo hydroxylaci
(Obr. 10).
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Biosyntéza spodniho polyketidového fetézce

Spodni fetézec manumycinovych antibiotik je syntetizovan klasickou polyketidovou
syntézou pomoci PKS II systému. Jako startovaci jednotka je vyuzivana aktivovana
3,4-AHBA (budouci mC;N podjednotka) navazand na ArCP. K prodluzovani je vyuzivan
malonyl-CoA, ktery je pomoci MAT navazan na ACP protein AsuC12. Experimentalné bylo
ovefeno, ze na samotné polyketidové reakci se podili KS I/IT AsuC13 (viz. kapitola 2.2.5). U
asukamycinu, manumycinu A a dal$ich latek, které maji trienovy spodni fetézec probéhnou
celkem tfi opakované kondenzace malonyl-ACP (Thiericke et al. 1990). U colabomycinu,
ktery ma tetraenovy spodni fetézec probihd kondenzace tedy celkem ctyfikrat a u latky
U-62,162 dvakrat. Po zékladni kondenzaci je fetézec dale upravovan ketoreduktazou (AsuC7)
a dvéma dehydrogendzami (AsuC8,9). Touto upravou vznika typickd dvojna vazba na kazdé
piipojené jednotce (Obr. 10) (Rui et al. 2010). V piipadé U-62,162 lze predpokladat navic
pfitomnost genu pro ER, jelikoZz jeji spodni fetézec je v celé délce saturovany. Ke spodnimu
fetézci je po ukonceni polyketidové syntézy piipojena CsN podjednotka nebo ziistava
zakonceny karboxylovou skupinou (nisamycin, U-62,162).

Biosyntéza CsN podjednotky

CsN podjednotka je velmi konzervovanou strukturou manumycinovych antibiotik.
Stejnou strukturu lze najit 1 u jinych ptirodnich latek, jako je napt. antibiotikum moenomycin
(Ostash et al. 2007). Zakladnim prekurzorem pro jeji vznik je kyselina 5-aminolevulova
(5-ALA). Ta se podili kromé formace CsN podjednotky i v jinych dilezitych biosyntetickych
drahéch bunky, jako je napf. vznik tetrapyrolovych latek (hem, chlorofyl atd.). V buiice miize
byt 5-ALA syntetizovana dvéma hlavnimi cestami. V prvnim piipadé¢ se jedna o tzv. C5
drahu. Prekurzorem 5-ALA je vtomto piipadd tRNA®", ktera je naslednd pfeménéna na
semialdehyd a finaln€ transaminovana na 5-ALA. Druhou moznosti biosyntézy je tzv. C4
(neboli Sheminova) draha. V té vznika 5-ALA kondenzaci sukcinyl-CoA a glycinu. Tato
reakce je katalyzovdna enzymem 5-ALA-syntazou. C5 drdha je typicka pro rostliny a
bakterie, C4 draha potom pro zivocichy, houby a nékteré, hlavné fotosyntetické bakterie.
V ptipadé CsN podjednotky manumycinovych latek bylo prokazano, ze jejim prekurzorem je
5-ALA pochazejici z C4 drahy. U producenta asukamycinu byla prokazana ptfitomnost obou
téchto biosyntetickych drah. C5 drahou je syntetizovana vyhradné¢ 5-ALA pro biosyntézu
tetrapyrold, C4 drahou potom 5-ALA pro sestaveni CsN podjednotky (Petricek et al. 2006).
Jelikoz geny pro biosyntézu 5-ALA C4 drahou jsou piimo soucasti biosyntetického shluku
asukamycinu, mize byt tento soubor gent nejen vyuzivan pro efektivni vyhledavani novych
manumycinovych metabolitd obsahujicich CsN podjednotku z ptirodnich producentti, ale
zéaroven usnadnuje lokalizovat polohu tohoto biosyntetického shluku gent na chromozému.

V biosyntetickém shluku asukamycinu, byly geny nutné pro syntézu CsN podjednotky
zahrnuty do skupiny D. Jedna se celkové o tfi geny v jedné transkripéni jednotce (Obr. 9).
AsuD?2 zajistuje samotnou kondenzaci mezi sukcinyl-CoA a glycinem. Vznikly meziprodukt
(5-ALA) je déle aktivovan AsuD3 (acyl-CoA-ligdza) a opét upraven pomoci AsuD2 do
findlni podoby CsN podjednotky (Obr. 10) (Rui ef al. 2010).

Biosyntéza horniho polyketidového fetézce.

Horni polyketidovy fetézec, je struktura, ve které jsou manumycinové latky nejvice
proménlivé a také struktura, kterd nejvyraznéji moduluje napt. jejich protinadorové ucinky.
Syntéza probiha klasickou polyketidovou syntézou, stejné jako u fetézce spodniho. Jako
startovaci jednotka mohou byt vyuzity rizné molekuly. Manumycin A vyuzivéa jako startovaci
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jednotku acetyl-CoA, manumycin E 4-metylpentanyl-CoA, manumycin G 2-metylpropanyl-
CoA atd. U asukamycinu je startovaci jednotkou cyklohexylcarbonyl-CoA (CHC-CoA).
Pravé startovaci jednotka horniho fetézce je strukturou, ve které se cCasto lisi nckolik
produkovanych manumycinovych latek z jednoho producenta (Hu & Floss 2006). To ukazuje,
ze specifita enzymu zajist'ujicich syntézu horniho polyketidového fetézce k urcité startovaci
jednotce neni stoprocentni. U horniho fetézce je také vyuzivano vétsi spektrum
prodluzovacich jednotek. U manumycinu A se jedna o jeden malonyl-CoA a nésledné tiikrat
metylmalonyl-CoA. U asukamycinu je to tfikrat malonyl-CoA.

Do biosyntézy horniho fetézce jsou u asukamycinu zapojeny dvé skupiny gent
(Obr. 9). Skupina B syntetizuje startovaci jednotku (CHC-CoA). Jejim prekurzorem je
kyselina Sikimova (Thiericke et al. 1990). Bylo ovéfeno, ze mutant v genu asuB[ piestava
produkovat asukamycin A a produkuje zna¢né vice minoritnich manumycinovych latek, které
nevyuzivaji CHC-CoA startovaci jednotku (Rui et al. 2010). AsuC3—C9 se patrné podileji na
syntéze samotného polyketidového fetézce. Pfesné zapojeni téchto gent v biosyntéze horniho
fetézce nebylo prozatim objasnéno (viz. kapitola 2.2.5).

Skladani vysledného produktu a finalni upravy molekuly

Ve findlni fazi biosyntézy manumycinli jsou slozeny mC;N podjednotka
s nasyntetizovanym spodnim fetézcem, startovaci jednotka s nasyntetizovanym hornim
fetézcem a CsN podjednotka. Vznikd protoasukamycin (Obr. 10). Ob¢ spojeni jsou zajiSténa
amidovou vazbou, ktera je u asukamycinu zprostiedkovana pomoci AsuD1 (pfipojeni CsN
podjednotky ke spodnimu fetézci) a AsuC2 (ptipojeni horniho fetézce k mCsN podjednotce).
Oba tyto geny patii do skupiny amid-syntaz a pro produkci asukamycinu jsou esencidlni (Rui
et al. 2010). Finalnim krokem, po slozeni vSech podjednotek je oxidace mCsN podjednotky.
Oxidace probihd na dvou mistech, v pozici C4 a C5-C6. Zdrojem kysliku je atmosféricky
kyslik. Enzymy podilejici se na této upravé jsou tedy oxygendzy (Thiericke et al. 1989).
Celkem tfi geny zapojené do findlni oxidace asukamycinu byly zahrnuty do skupiny E
(Obr. 9). V prvnim kroku se uplatituji AsuE1 a AsuE2, které¢ pfeménuji protoasukamycin na
4-hydroxyprotoasukamycin. Ten podléhd finalni epoxydaci, kterou zprostiedkovava AsuE3
(Rui et al. 2010). Kompletni epoxydované manumyciny (typ 1) mizou dale prechazet v latky
typu II. Toto je zajiSt€éno samovolnou nebo enzymatickou redukci kysliku v pozici C5-C6
(Obr. 10).

Regulace biosyntézy

V biosyntetickém shluku asukamycinu bylo popsdno celkem 6 gent, které jsou
zapojeny do regulace produkce asukamycinu. Jednd se o transkripéni faktory, které byly
shrnuty do skupiny R (Obr. 9) (Rui ef al. 2010). U péti z téchto gend byla popsana schopnost
pozitivni regulace produkce asukamycinu. AsuR1 a AsuRS5 jsou esencialni regulatory a
v pripad¢ jejich delece je produkce asukamycinu zcela zastavena. AsuR2, 4 a 6 patrné€ reguluji
produkci asukamycinu na riznych urovnich. V ptfipad€ jejich jednotlivych deleci dochézi
k postupnému snizovani produkce asukamycinu oproti divokému kmenu. Znalosti regulace
biosyntézy asukamycinu muze byt pouzito pro zvysSeni jeho produkce. Pii uméle zvysSené
expresi AsuR1-R4 bylo popsano az ¢trnactinasobné zvyseni produkce asukamycinu (Xie et
al. 2012).
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Obr. 10: Schéma biosyntézy asukamycinu. Cervend je oznaena startovaci jednotka horniho polyketidového
fetézce a jeji prekurzory, zelené¢ CsN podjednotka a jeji prekurzory, modfe mC;N podjednotka a jeji prekurzory.

Ptevzato z Rui et al. (2010).
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2.3 Moznosti uprav manumycinovych antibiotik

Molekuly manumycinovych antibiotik liSici se navzajem svoji strukturou vykazuji
Casto rizné biologické aktivity. Napi. manumyciny typu I a II vykazuji riznou
antimikrobidlni aktivitu (viz. kapitola 2.1.4). Pro protinddorové ucinky je zase urcujici
struktura horniho fetézce atd. Cilenymi Gpravami manumycinovych molekul by tedy mohlo
byt mozné cilené¢ modulovat jejich biologické vlastnosti. Takto vylepSené biologické ucinky
by mohli v budoucnu vést napf. k jejich klinickému vyuziti.

Jednoduchou inzeréni mutaci ¢i deleci genu, popf. gend, zapojenych v urcité fazi
biosyntézy manumycinil, lze vytvaret mutantni latky, jejichz molekula postrada urcitou
strukturu, nebo u ni dochazi k celkovym strukturnim zméndm. Ptikladem je napt. vyfazeni
genti ze skupiny D u producenta asukamycinu. To vede k syntéze manumycinového
metabolitu s hornim i spodnim fetézcem, ale bez CsN podjednotky (Rui ef al. 2010). Takto
upravené latky jsou casto vedlejSim produktem mutacnich analyz biosyntetickych drah.
Vyftazeni urcité Casti biosyntetické drahy mize byt také pouzito k zablokovéani produkce
majoritni latky a zvySeni produkce minoritnich metabolit. Pfikladem je pfiprava mutantniho
kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis ACH, ktery mé preruSeny gen asuBI. U n¢ho
byla zcela zastavena produkce asukamycinu a zvySena produkce minoritnich kongenera
(Pospisil et al. 2011).

Dalsi velmi vyuzivanou technikou manipulace s pfirodnimi latkami je tzv. ,,feeding*.
Je zaloZen na schopnosti biosyntetickych enzymt akceptovat jako substrat vice nez jednu
latku. Produkénimu kmenu je do média ptfidana chemicka latka podobna fyziologickému
prekurzoru. Vysledkem je vétSinou produkce jak ptivodniho metabolitu, tak malého mnozstvi
upravené latky se zainkorporovanym podsunutym prekurzorem. Ptikladem je napf. piiprava
cyklopropyl-, cyklobutyl-, cyklopentyl- a cykloheptyl-asukamycinu, u kterych byla
producentovi asukamycinu uméle podsunuta jind startovaci jednotka nez CHC-CoA
(Hu & Floss 2006). Casty problém experimentdl vyuzivajicich ,feeding” je maly vytézek
mutantni latky. Je proto vhodné tuto metodu zkombinovat pravé s deleci ¢i jinym funkénim
vyfazenim gent pro syntézu fyziologického prekurzoru.

Velmi dobrou metodou, kterou je mozné ziskat velké mnozstvi novych derivath
ptuvodni latky je kombinatorni biosyntéza. Jeji podstatou je kombinace genl pro enzymy
pochézejicich z ptibuznych nebo i1 zcela neptibuznych biosyntetickych drah. Pro pouziti
metod kombinatorni biosyntézy je nutné dobré pochopeni vSech biosyntetickych drah, které
chceme navzajem skladat. Prikladem kombinatorni biosyntézy je napt. provedena kombinace
nebo kombinace minimalni TcmPKS s ketoreduktazou a cyklazou pochazejici
z biosyntetického shluku actinorhodinu (McDaniel et al. 1994). Metodami kombinatorni
biosyntézy by mohlo byt v budoucnu mozné sestavit presné¢ definované manumycinové
metabolity (definovana délka a struktura fetézct, struktura mC;N podjednotky atd.). Pfi
dokonalém pochopeni vlivu jednotlivych struktur manumycinovych antibiotik na jejich
biologickou aktivitu, by tak bylo mozné cilené¢ modulovat jejich vyuZzitelné tc¢inky.

Prozatim nepfili§ prozkoumanou moznosti je cilenda chemickd tprava
manumycinovych latek. Bylo napf. prokazédno, Ze manumycinové produkty oxidativni
degradace, u kterych byl odstépen spodni polyketidovy fetézec stale vykazuji silnou aktivitu
inhibice Ras-farnesyltransferazy. Pfitom jsou vSak tyto latky mnohem stabilngjsi nez ptivodni
manumyciny (Kapfer et al. 1996). Nékter¢ z manumycinovych latek (manumycin A,
alisamycin atd.) byly v minulosti krom¢ bakteridlni produkce také kompletné pfipraveny
chemickou syntézou (Alcaraz et al. 1996, Alcaraz et al. 1999). Dalsi chemické upravy
manumycinovych molekul, jako napf. jejich halogenace nebo oxidace, by teoreticky mohly
vést k dalSimu posileni jejich biologickych ucinki nebo k objeveni zcela novych aktivit.
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1 Bakterialni kmeny

Escherichia coli X1.1-Blue (Bullock et al. 1987)

Kmen poskytl: Ing. Miroslav Petficek, CSc. (Laboratot molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Kultivaéni podminky: kmen byl kultivovan aerobné v LB tekutém médiu pti 37 °C na
ttepacce pii 220 rpm nebo na agarovém LA médiu pii 37 °C.

Kmen byl vyuzit pro klonovaci aplikace vyuzivajici plasmidové vektory. Poskytuje
moznost tzv. ,,modro-bilé* selekce (na zakladé ptitomnosti funkéni B-galaktozidazy) a je
rezistentni k tetracyklinu. Postrddd gen pro endonukledzu (endA4), coz zlepSuje kvalitu
izolované DNA z téchto bunék.

Escherichia coli GM2929 (Palmer & Marinus 1994)

Kmen poskytla: Mgr. Petra Rampirové (Laboratoi molekularni biologie aktinomycet, MBU
AV CR, v.v.i)
Kultivaéni podminky: kmen byl kultivovan aerobné v LB tekutém médiu pti 37 °C na
ttepacce pii 220 rpm nebo na agarovém LA médiu pii 37 °C.

Kmen ma deletované geny pro metyldzy (dam a dcm). Byl vyuzit k produkci
kyvadlovych vektori, které byly dale transformovany do bakterii rodu Streptomyces.

Streptomyces nodosus ssp. asukaensis (asuC13 ::apr®) (Rui et al. 2010)

Kmen poskytl: Ing. Miroslav Petficek, CSc. (Laboratot molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Kultivaéni podminky: kmen byl kultivovan aerobné¢ v tekutém YEME, popi. GYM médiu

(v prolamovanych Erlenmayerovych baiikach nebo Sirokych zkumavkéch) s apramycinem pii
28 °C na tiepacce pii 220 rpm nebo na agarovém MH, popt. GYM médiu s apramycinem pii
28 °C.

Mutantni kmen odvozeny od pfirodniho producenta asukamycinu Streptomyces
nodosus ssp. asukaensis. Kmen nese v chromozému pieruseni genu asuC13 (v oblasti Bel 1 —
Milu T) v biosyntetickém shluku asukamycinu genovou kazetou obsahujici gen pro rezistenci
k apramycinu (aac(3)IV) (Obr. 17). Byl vyuzit pro pfipravu mutantniho kmenu Streptomyces
nodosus ssp. asukaensis A asuC13—-C14.

Bacillus subtilis (Difco™, BD)

Kmen poskytl: Ing. Stanislav Pospisil, CSc. (Laboratot molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Kultivaéni podminky: kmen byl kultivovan aerobné v tekutém TSB médiu pii 37 °C na
ttepacce pii 220 rpm (po 24 hodinach vznika €istd suspenze endospor) nebo na nutrient agaru
pti 37 °C.

Kmen byl vyuzit pro biologicky test pfitomnosti antimikrobidlnich latek. Jedna se o
gram-pozitivni bakterie, tudiz je kmen dobfe vyuzitelny pro detekci piitomnosti
manumycinovych antibiotik (viz. kapitola 2.1.4). Jedna se o bakterie tvotici endospory, 1ze je
jednoduse uchovavat ve formé suspenze endospor po velmi dlouhou dobu pfi 4 °C.
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3.1.2 Vektory

pTZ19R (Mead et al. 1986)

Vektor poskytl: Ing. Miroslav Petficek, CSc. (Laboratotf molekulérni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Plasmid pouzity pro piipravu neradioaktivné zna¢ené DNA proby (v E. coli). Nese gen
pro rezistenci k ampicilinu (bla) a gen kodujici a-fragment B-galaktozidazy (lacZ), v jehoz
sekvenci se nachdzi mnohocetné klonovaci misto (MCS — Multiple Cloning Site), coz
umoziuje tzv. ,,modro-bilou* selekci ptitomnosti rekombinantnich plasmidi (Obr. 11).

MQO06
Vektor poskytl: Ing. Miroslav Petficek, CSc. (Laboratotf molekulérni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)
Plasmid pouzity pro vytvofeni ,in-frame* delece v oblasti genl asuCIi3-Cl4v
biosyntetickém shluku asukamycinu. Je odvozeny od pTZ19R, obsahuje vlozeny fragment
Pst 1— BamH 1 z biosyntetického shluku asukamycinu (Obr. 12).

PGM160 (Muth et al. 1989)

Vektor poskytl: Ing. Miroslav Petficek, CSc. (Laboratoi molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Kyvadlovy vektor pro E. coli a bakterie rodu Streptomyces pouzity k homologni
rekombinaci. Nese gen pro rezistenci k ampicilinu (bla) pro selekci v E. coli a k thiostreptonu
(zsr) pro selekci ve streptomycetach (Obr. 11). Plasmid ma teplotné senzitivni replikacni
pocatek pro replikaci ve streptomycetach. Replikuje se pfi teploté¢ 28-30 °C, pfi teploté
37-39 °C (netolerantni teplota pro replikaci) dochazi k integraci homolognich tsekii DNA,
klonovanych do tohoto vektoru, mechanismem homologni rekombinace do bakteridlniho
chromozoému.

plJ622 (Kieser — nepublikovana data)

Vektor poskytl: Ing. Miroslav Petficek, CSc. (Laboratoi molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Streptomycetovy vektor odvozeny od plasmidu plJ702 (Katz et al. 1983) obsahujici
EcoR 1 restrikéni misto (namisto Bcl/ 1 u plJ702). Byl pouzit jako negativni kontrola pii
transformaci vektorit do ,,in-frame* mutanta Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A
asuCl3—asuCl4. Nese gen pro rezistenci k thiostreptonu (zs7) (Obr. 11).

PASU-ASU, pCOL-COL, pASU-COL, pCOL-ASU, pMAN-MAN, pASU(kan®),

pCOL(apr®)
Vektory poskytl: Ing. Miroslav Petti¢ek, CSc. (Laboratoi molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i

Sada plasmid odvozenych od vektoru plJ622. Plasmidy obsahuji vlozeny
konstitutivni ermE* promotor (Bibb ef al. 1985) a hned za nim vlozenou kazetu gent pro
ACP, B-ketoacylsyntdzu I/Il a potencidlni CLF z pfirodnich producentli asukamycinu
(Streptomyces nodosus ssp. asukaensis), colabomycinu E (Streptomyces SOK1/5-4) a
manumycinu A (Streptomyces parvulus Tii64) (Obr. 13).
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Obr. 11: Plasmidy pTZ19R, pGM160 a plJ622 s vyznacenou velikosti, replikacnimi pocatky, nesenymi geny a
restrikénimi misty pouzitymi v této praci. MCS = mnohocetné klonovaci misto, bla = gen pro rezistenci
k ampicilinu, zs7 = gen pro rezistenci k thiostreptonu, rep = gen pro plasmidovy replikacni protein, lacZ = gen
pro o-fragment B-galaktozidazy, aacCl = gen pro rezistenci ke gentamicinu, melCI = gen pro chaperon
tyrozinazy MelC2, me/C2 = gen pro tyrozinazu (pochazejici z melaninového operonu Streptomyces antibioticus).
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Obr. 12: Plasmid pMQO06. Vyznacéena oblast vlozené kazety gent z biosyntetického shluku asukamycinu a mista
jejiho vlozeni do vektoru pTZ19R. Méritko ukazuje velikost v bp.
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Obr. 13: Plasmidy pASU-ASU, pCOL-COL, pASU-COL, pCOL-ASU, pASU(kan®), pCOL(apr®) a pMAN-
MAN. Vlozené kazety genll a mista jejich vlozeni do vektoru plJ622. Métitko ukazuje velikost v bp. Geny
asu/col/manCl1 a CI2 jsou geny pro ACP proteiny, asu/col/manC13 jsou geny pro P-ketoacylsyntazu I/II,
asu/col/manC14 jsou geny pro potencialni CLF, kan oznacuje gen pro kanamycinovou rezistenci, aac(3)IV
oznacuje gen pro apramycinovou rezistenci.
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3.1.3 DNA vzorky a proby

Chromozomalni DNA — Streptomyces nodosus ssp. asukaensis:

DNA poskytl: Ing. Miroslav Petticek, CSc. (Laboratof molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)
Koncentrace DNA: 0,6 ng/ml

Chromozomalni DNA izolovana z divokého kmenu Streptomyces nodosus ssp.
asukaensis (Omura et al. 1976).

DNA proba ..,Gene Ruler*:

Probu poskytla: Mgr. Katetina Petfickova, PhD. (Laboratof molekularni biologie
aktinomycet, MBU AV CR, v.v.i)

Neradioaktivné  znatenda  DNA  proba  pfipravend  standardni  metodou
(viz. kapitola 3.2.2). Jako templatova DNA pro znaceni byl pouzit DNA velikostni standard
(viz. kapitola 3.1.6).

3.1.4 Kultiva¢ni média

Tekuta kultivaéni média

LB (Luria—Bertani) médium:

10 g trypton (Tryptone, Oxoid)

5g  kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract, Oxoid)

S5g NaCl

doplnit do 1000 ml dH,O

pH 7,2-7.,4 (k tipravé byly pouzity 2M vodné roztoky HCI nebo NaOH)
sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

SOC médium:

4 ¢  trypton (Tryptone, Oxoid)

1 g  kvasnicny extrakt (Yeast Extract, Oxoid)

116 mg NaCl

38 mg KCI

doplnit do 200 ml dH,O

pH 6,9-7,1 (k tipravé byly pouzity 2M vodné roztoky HCI nebo NaOH)
sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

po sterilizaci pfidame:
2 ml Mg2+ roztok (IM MgCl,.6H,0 a 1M MgS0,4.7H,0) — sterilni
2ml glukézovy roztok (2M D-glukoza) — sterilni

Produk¢éni médium

20 g glukdza

5g  pepton (Neutralised Bacteriological Peptone, Oxoid)

0,25 g KoHPO4

0,5 g MgSO4.5H20

I ml stopové prvky 1

doplnime do 1000 ml dH,O

pH 7,0 (k uprave byly pouzity 2M vodné roztoky HCI nebo NaOH)
sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)
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stopové prvky 1:

5 g (NH4)6M07024.7H20

50g FeS0O4.7H,0

5 g CU.SO4.5H20

5¢g ZnS04.7H,O

10 g MHC124H20

doplnit do 1000 ml dH,0, skladujeme v tmavé lahvi

YEME médium

3g  kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract, Oxoid)

5¢g  pepton (Neutralised Bacteriological Peptone, Oxoid)

3g  sladovy extrakt (Malt Extract, Oxoid)

10g glukdza

340 g sachar6za

doplnit do 1000 ml dH,O

pH 7,2 (k upravé byly pouzity 2M vodné roztoky HCI nebo NaOH)
sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

po sterilizaci pfiddme:
2ml  2,5M MgCl, — sterilni
25 ml 20% glycin (w/v) — sterilni — pouze pro pripravu protoplasti!

GYM médium

4¢g  glukéza

4 g  kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract, Oxoid)

10 g sladovy extrakt (Malt Extract, Oxoid)

lg NZamin A (NZ Amine® Type A, Wako)

2g NaCl

3ml OBsoli

doplnit do 1000 ml dH,O

pH 7,3 (k uprave byly pouzity 2M vodné roztoky HCI nebo NaOH)
sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

OB soli:

0,166 g CuS04.5H,0

0,25 g FGSO4.7H20

0,12 g MnSO4.5H,0

0,5g CaCl,.2H,0

0,3 g ZnS04.7H,O

doplnit do 100 ml dH,O, skladujeme v tmavé lahvi

TSB médium:

30 g smés trypton — sojova mouka (Tryptone Soya Broth, Oxoid)
doplnit do 1000 ml dH,O
sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)
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Kutlivaéni média s agarem

LB agarové médium (LA médium):

1000 ml LB média (nesterilizovaného)
20 g  agar (Agar Bacteriological, Oxoid)
sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

GYM agarové médium

1000 ml GYM média (nesterilizovaného)

20 g  agar (Agar Bacteriological, Oxoid)
sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

MH médium

10 g sladovy extrakt (Malt Extract, Oxoid)

4 ¢  kvasnicny extrakt (Yeast Extract, Oxoid)

4g  glukéza

20 g agar (Agar Bacteriological, Oxoid)

doplnit do 1000 ml dH,O

pH 7,3 (k Gprave byly pouzity 2M vodné roztoky HCI nebo NaOH)
sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

R5 médium

103 g sachar6za

0,25 g K,S04

10,12 g MgC126H20

10g glukdza

0,1 g kysely kaseinovy hydrolyzat (Casein — Acid Hydrolysate Type I, Sigma)
2ml stopoveé prvky 2

5g  kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract, Oxoid)

5,73 g TES

22 g agar (Agar Bacteriological, Oxoid)

doplnit do 1000 ml dH,O

sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

po sterilizaci piidame:

10 ml 0,5% KH,PO4 (W/v) — sterilni
4ml 5M CaCl, — sterilni

15 ml 20% L-prolin (w/v) — sterilni
7ml 1M NaOH - sterilni

stopové prvky 2:

40 mg ZnCl,

200 mg FeCl;.6H,0O

10 mg CuCl,.2H,0

10 mg MnCl,.4H,0

10 mg Na;B407.10H,0O

10 mg (NH4)6M07024.4H20

doplnime do 1000 ml dH,0, skladujeme v tmavé lahvi
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Nutrient agar:

23 g nutrient agar (Difco™ Nutrient Agar, BD)
doplnit do 1000 ml dH,O
sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

3.1.5 Roztoky pridavané do médii

Ampicilin:

zasobni roztok ampicilinu: 100 mg/ml (rozpusténo ve sterilni dH,O)
skladujeme v -20 °C

pouzita vysledna koncentrace v médiu: 100 ug/ml

Thiostrepton:

zasobni roztok thiostreptonu: 30 mg/ml (rozpusténo v DMSO)
skladujeme v -20 °C
pouzita vysledna koncentrace v médiu: 30 pg/ml

Apramycin (Apr):

zasobni roztok apramycinu: 100 mg/ml (rozpusténo ve sterilni dH,O)
skladujeme v -20 °C
pouzita vysledna koncentrace v médiu: 25 png/ml

IPTG (izopropvl-p-D-1-thiogalactopyranozid):

zéasobni roztok IPTG: 1M IPTG (rozpusténo ve sterilni dH,0O)
skladujeme v -20 °C
pouzita vysledna koncentrace v médiu: 0,5mM

X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolvl-p-D-galactopvyranozid):

zasobni roztok X-gal: 40 mg/ml (rozpusténo v N,N-dimetylformamidu)
skladujeme v -20 °C
pouzita vysledna koncentrace v médiu: 40 pg/ml

3.1.6 DNA oligonukleotidy a velikostni standardy

DNA oligonukleotidy:

pouzité oligonukleotidy (Generi Biotech):

A31-F1:
5" - GCA TGG CGA TCA CCG GCT ACG GAG -3’

LCFACAL:
5'-TCG GAT CTG ATG TCT CTC TCG GTG G -3’

DNA velikostni standard:

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, Ready-to-Use 250 to 10000 bp, Thermo Scientific (Obr. 14)

36



GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
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Obr. 14: Pouzity velikostni standart pro agar6zovou DNA elektroforézu (GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, Ready-
to-Use 250 to 10000 bp, Thermo Scientific).

Prevzato z: http://www.thermoscientificbio.com/nucleic-acid-electrophoresis/generuler-1-kb-dna-ladder-ready-
to-use-250-to-10000-bp

3.1.7 Protilatky a enzymy

AP-konjugit:
Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments (150 U, 200 pl), Roche

RNaza A:

zasobni roztok RNazy A: 1 mg/ml (rozpusténo ve sterilni dH,O)
zasobni roztok 10 min. povaiime pifi 100 °C
skladujeme v -20 °C

DNA ligaza:
T4 DNA ligase (5 U/ul), Thermo Scientific

Klenow fragment:

Klenow Fragment (10 U/ul), Thermo Scientific

Restrikéni endonukleazy:

pouzité restrikéni endonukleazy (Thermo Scientific): Hind IIl, BamH 1, Afe 1, Not 1, Nco 1,
Sph 1, Mlu 1, Sac 1, EcoR 1, Bgl 11

aktivita: 10 U/pl
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3.1.8 Pufry a roztoky

TE pufr:

10mM Tris-HCI (pH 8,0)

ImM EDTA (pH 8,0)

autoklavujeme (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

TESLR pufr:

25mM Tris-HCI (pH 8,0)

25mM EDTA (pH 8,0)

0,3M sachardza

autoklavujeme (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

pied kazdym pouzitim ptiddme:
2 mg/ml lysozym
1 ul/ml  zasobni roztok RNazy A

NaOH/SDS:

0,3M NaOH
2%  SDS (w/v)
skladujeme v plastové nadobé

100mM spermin:

100mM spermin
pH 7,5 (k prave byla pouzit 2M vodny roztok HCI)
sterilizujeme filtraci

Kyselv fenol/chloroform:

5g  fenol
1 ml chloroform
5 ml dH20

5Smg 8-hydroxychinolin
skladujeme pfti 4 °C v tmavé lahvi

Neutralni fenol/chloroform:

Roztok kyselého fenol/chloroformu vytfepeme 10 min. s poloviénim objemem IM
Tris-HC1 (pH 8,8), nechame ustat a odstranime horni vodnou féazi. Déle vytfepeme
s polovi¢nim objemem 0,1M Tris-HCI (pH 8,0) 10 min., nechdme ustat a odstranime vétSinu
horni vodné faze.

Skladujeme pti 4 °C v tmavé lahvi.

STET pufr:

8%  sachardza (w/v)

5%  triton X-100 (w/v)

50mM EDTA (pH 8,0)

50mM Tris-HCI (pH 8,0)

autoklavujeme (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

pred kazdym pouZitim pfidame:
0,66 mg/ml lysozym
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2mM dNTP:

2mM dATP
2mM dTTP
2mM dGTP
2mM dCTP
rozpoustime ve sterilni dH,0O, skladujeme v -20 °C

Systém pufru pro restrikéni endonukleazy, Thermo Scientific:

10x koncentrovany pufr B:
vysledna koncentrace: 10mM Tris-HCI (pH 7,5 pti 37 °C), 10mM MgCl,, 0,1 mg/ml BSA

10x koncentrovany pufr G:
vysledna koncentrace: 10mM Tris-HCI (pH 7,5 pti 37 °C), 10mM MgCl,, 0,1 mg/ml BSA,
50mM NaCl

10x koncentrovany pufr O:
vysledna koncentrace: 50mM Tris-HCI (pH 7,5 pti 37 °C), 10mM MgCl,, 0,1 mg/ml BSA,
100mM NaCl

10x koncentrovany pufr R:
vysledna koncentrace: 10mM Tris-HCI (pH 7,5 pti 37 °C), 10mM MgCl,, 0,1 mg/ml BSA,
100mM KCI

10x koncentrovany pufr Tango:
vysledna koncentrace: 33mM Tris-acetat, 10mM octan hofe¢naty, 66mM octan draselny,
0,1 mg/ml BSA

10x koncentrovany T4 DNA liga¢ni pufr (10x T4 DNA Ligase Buffer), Thermo
Scientific:

400mM Tris-HCL, 100mM MgCl,, 100mM DTT, SmM ATP (pH 7,8 pii 25 °C)

10x koncentrovany Klenow pufr (10x Klenow Buffer), Thermo Scientific:
500mM Tris-HCI (pH 8,0 pii 25 °C), 50mM MgCl,, 10mM DTT

Komeréni sada pro pripravu DNA neradioaktivné znacené sondy: DIG DNA Labeling
Kit, Roche:

dNTP znacici smés (ANTP Labeling Mixture) — 10x koncentrovana smés dNTP
(1mM dATP, ImM dCTP, 1mM dGTP, 0,65mM dTTP, 0,35mM Dig-dUTP)
Hexanukleotidova smés (Hexanucleotide Mix) — 10x koncentrovana smés ndhodnych
hexanukleotida
Klenow enzym (Klenow enzyme) — Klenow enzym 2 U/ul

Komeréni sada pro PCR: GC-RICH PCR System, Roche:

GC-RICH enzymova smés (GC-RICH Enzyme Mix, in storage buffer)

5x koncentrovany GC-RICH reakéni pufr (GC-RICH Reaction Buffer, 5x) — obsahuje
7,5mM MgCl, a DMSO

GC-RICH rozkladny roztok (GC-RICH Resolution Solution, 5M)
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Komeréni sada pro izolaci chromozomalni DNA ze streptomycet: Wizard® Genomic
DNA Purification Kit, Promega:

Cell Lysis Solution

Nuclei Lysis Solution

Protein Precipitation Solution

RNase Solution — RNéza A 4 mg/ml (rozpusténo v DNA Rehydradation Solution)
DNA Rehydradation Solution — 10mM Tris-HCI (pH 7,4), ImM EDTA (pH 8,0)
vSechny roztoky skladujeme pii pokojové teploté

Komercéni sada pro izolaci plasmidové DNA z E.coli: JETQUICK Plasmid Miniprep
Spin Kit, Genomed:

G1 (Cell Suspension) — 50mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 100 pg/ml RNéza A,
skladujeme pii 4 °C
G2 (Cell Lysis) — 200mM NaOH, 1% SDS (w/v), skladujeme pfti pokojové teploté
G3 (Neutralization/Binding) — obsahuje octan a guanidin hydrochlorid, skladujeme pii
pokojové teploté
G4 (Wash) — obsahuje etanol, NaCl, EDTA, Tris-HCI, skladujeme pii pokojové teploté
GX (Wash) — obsahuje octan, guanidin hydrochlorid, EDTA, etanol, skladujeme pfi
pokojové teploté

NEW WASH promyvaci roztok:

100mM NaCl

ImM EDTA

50%  etanol (v/v)
10mM Tris-HCI (pH 7,5)

Roztok Nal:

Rozpustime asi 0,45 kg Nal v 250 ml dH,O, pufrujeme roztokem 20mM Trisu do pH 7,5.
Prefiltrujeme a pfidame 1 g Na,SOj3. Skladujeme v tmavé lahvi pii 4 °C.

Glass milk (skelné mléko):

400 g skelného prachu resuspendujeme v dvoulitrové lahvi v 800 ml dH,O, michame
60 min. a poté nechame 90 min. stat. Supernatant centrifugujeme 10 min. pfi 6000 rpm a
pokojové teploté (RCSC, rotor GS3, Sorvall), sediment resuspendujeme v 200—-300 ml dH,O.
Ptidame HNO; do 50% koncentrace (v/v), ptfivedeme témér k varu a zchladime. Sediment
4-6x promyjeme dH,O (neutralizujeme na pH 7,0). Skladujeme jako 50% (v/v) suspenzi

v dH,O0 pii -80 °C (pro praci uchovavame v malém objemu pti 4 °C).

50x koncentrovany TAE pufr (zasobni roztok TAE pufru pro agarozovou
elektroforézu):

2M  Tris
IM  kyselina octova
50mM EDTA (pH 8,0)

6x koncentrovany nanaseci vzorkovy pufr pro agarézovou elektroforézu:

0,25% bromfenolova modi (w/v)
30% glycerol (w/v)
5x TAE pufr



Depurinacni roztok pro ..Southern blotting*:
0,25M HCI

Denaturaéni roztok pro ..Southern blotting*:

1,5M NaCl
0,5M NaOH

Neutraliza¢ni roztok pro ..Southern blotting*:

IM  Tris
2M  NaCl
pH 7,5 (k upravé byly pouzity 2M vodné roztoky HCI nebo NaOH)

20x SSC (transferovy roztok) pro Southern blotting*:

3M  NaCl

0,3M citronan sodny

pH 7,0 (k uprave byly pouzity 2M vodné roztoky HCI nebo NaOH)
autoklavujeme (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

Hybridiza¢ni roztok:

5x SSC

0,5% blokovaci ¢inidlo (Blocking Reagent, Roche) (w/v)
0,1% N-laurylsarcosin, sodna sil (w/v)

0,02% SDS (w/v)

rozpoustime 1 hodinu pii 70 °C

Promyvaci roztok 1 pro hybridizaci:

2x  SSC
0,1% SDS (W/v)

Promvvaci roztok 2 pro hybridizaci:

0,1x SSC
0,1% SDS (W/v)

Pufr 1 pro imunologickou detekci:

100mM Tris
150mM NaCl
pH 7,5 (k uprave byla pouzita koncentrovana HCI)

Pufr 2 pro imunologickou detekci:

Rozpustime blokovaci ¢inidlo (Blocking Reagent, Roche) v pufru 1 pro imunologickou
detekci, aby vysledna koncentrace byla 0,5% (w/v). Rozpoustime 1 hodinu piti 70 °C.

Pufr 3 pro imunologickou detekci:

100mM Tris

100mM NaCl

50mM MgCl,

pH 9,5 (k upravé byl pouzit 2M roztok HCI)




Barvici roztok pro imuologickou detekci:

k 10 ml pufru 3 pro imunologickou detekci ptfidame:
45 pl NBT-roztok: 75 mg/ml nitroblue-tetrazoliova sl v 70% (v/v) dimetylformamidu
(uchovavame v -20 °C)
35 ul X-fosfat: 50 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfatu (toluidinova siil)
v dimetylformamidu (uchovavame v -20 °C)

P pufr (protoplastovy pufr):

10,3 g sachar6za

0,025 g KzSO4

0,202 g MgCl,

0,2 ml stopové prvky 2 (viz. RS médium, kapitola 3.1.3)
doplnime do 80 ml dH,O

sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

po sterilizaci piidame:

I ml 0,5% KH,PO4 (W/v) — sterilni
10 ml 3,68% CaCl, (w/v) — sterilni
10 ml 5,73% TES (w/v) — sterilni
kompletni P pufr skladujeme ve 4 °C

L pufr (Iyticky pufr):

100 ml 10,3% sachar6za (w/v) — sterilni

10 ml 5,73% TES (w/v) — sterilni

Iml  2,5% K;SO4 (W/v) — sterilni

0,2 ml stopové prvky 2 (viz. RS médium, kapitola 3.1.3) — sterilni
Iml  0,5% KH,PO4 (W/v) — sterilni

0,1 ml 2,5M MgCl,.6H,0 — sterilni

Iml 0,25M CaCl, — sterilni

skladujeme ve 4 °C

pred kazdym pouZitim pfidame:
1 mg/ml lysozym

T pufr (transformacni pufr):

25 ml 10,3% sacharéza (w/v)

75 ml dH,O

0,2 ml stopové prvky 2 (viz. RS médium, kapitola 3.1.3)
I ml  2,5% K;SO4 (W/V)

sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 23 min., 101,5 kPa)

po sterilizaci pfiddme k 9.3 ml roztoku:

0,2 ml 5M CaCl, — sterilni

0,5 ml pufr Tris-maleinova kyselina (1M Tris, pH upravime na hodnotu 8,0 pomoci
maleinové kyseliny) — sterilni

3 ml takto pfipraveného roztoku pfendame do nadoby s 1 g sterilniho PEG 1000.
Kompletni T pufr skladujeme ve 4 °C
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3.2 Metody

3.2.1 Metody izolace DNA

Izolace chromozomalni DNA ze streptomycet: Wizard® Genomic DNA Purification Kit,

Promega:

1.

S

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

10 ml YEME nebo GYM média (s piidavkem ptislusného antibiotika) zaoCkujeme
sporami a inkubujeme na tiepacce pii 28 °C, 220 rpm 2—4 dny (dokud se neobjevi
specificky zékal).

. 1,5 ml narostl¢ kultury pfendame do 1,5ml mikrozkumavky, centrifugujeme 2min. pti

maximalni rychlosti (13000—-16000 x g) a pokojové teploté na stolni minicentrifuze
(Microspin 248, Sorvall), pipetou odstranime supernatant. Tento postup opakujeme, dokud
neziskame asi 150-200 pl sedimentovanych bungk.

. Bunky dukladné resuspendujeme ve 480 pul 50mM EDTA.
. Pfidame 0,6 mg lysozymu rozpusténého ve 120 pl 50mM EDTA. Inkubujeme 10 min. pii

37 °C.

Centrifugujeme 2 min. na stolni minicentrifuze pfi maximalni rychlosti a pokojové teploté,
pipetou odstranime supernatant a piidame 600 pl roztoku Nuclei Lysis Solution.

Opatrné resuspendujeme pomoci pipety a prevraceni mikrozkumavky.

Inkubujeme 5 min. pii 80 °C, poté nechame zchladnout na pokojovou teplotu.

. Pfidame 3 pl roztoku RNase Solution. Zamichame dikladné pfevracenim

mikrozkumavky.
Inkubujeme 45-60 min. pti 37 °C, poté nechame zchladnout na pokojovou teplotu.

. Pfidame 200 pl roztoku Protein Precipitation Solution, ditkladné zamichame

(vortex).

Inkubujeme 5 min. v ledu, poté centrifugujeme 3 min. na stolni minicentrifuze pfi
maximalni rychlosti a pokojové teploté.

Supernatant pifendame do nové mikrozkumavky obsahujici 600 pl izopropanolu pokojové
teploty.

Michame prevracenim mikrozkumavky, dokud se neobjevi vlaknita srazenina.
Centrifugujeme 2 min. na stolni minicentrifuze pfi maximalni rychlosti a pokojové
teploté.

Supernatant vylijeme, ptiddime 600 pl 75% etanolu (v/v) pokojové teploty, opatrné
nekolikrat promichame prevracenim mikrozkumavky.

Centrifugujeme 2 min. na stolni minicentrifuze pfi maximalni rychlosti a pokojové
teploté.

Supernatant vylijeme, mikrozkumavku nechame vysusit na ¢istém absorpcnim papiru asi
po dobu 10-15 min.

Ptidame 100 pl DNA Rehydradation Solution, srazenou DNA rozpoustime

1 hodinu pfi teploté 65 °C.

Izolovanou DNA skladujeme pfti 4 °C.

Izolace plasmidové DNA ze streptomycet alkalickou lyzi a fenolovou precipitaci :

(Kieser et al. 2000)

1.

10 ml YEME nebo GYM média s ptidavkem piislusného antibiotika zaockujeme sporami
a inkubujeme na tfepacce pii 28 °C, 220 rpm 2—4 dny (dokud se neobjevi specificky
zékal).

1,5 ml narostl¢ kultury pfendame do 1,5ml mikrozkumavky, centrifugujeme 2 min. na
stolni minicentrifuze (Microspin 24S, Sorvall) pii maximalni rychlosti
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(13000-16000 x g) a pokojové teploté, pipetou odstranime supernatant. Tento postup
opakujeme, dokud neziskdme asi 250-300 pl sedimentovanych bunék.

3. Bunky resuspendujeme v 500 pl kompletniho TESLR pufru. Inkubujeme 30 min. pii
37 °C, obcas promichame. Poté nechame zchladnout na pokojovou teplotu.

4. Pridame 250 ul NaOH/SDS a ihned diikladn€ promichame (vortex).

5. Inkubujeme 15 min. pti 70 °C, obcas diikladné promichdme (vortex). Poté nechdme

zchladnout na pokojovou teplotu.

6. Pridame 80 pl kyselého fenol/chloroformu, ditkladné promichame (vortex).

7. Centrifugujeme 10 min. na stolni centrifuze pii 11000 x ga 4 °C
(Centrifuge 5415R, Eppendorf).

8. Supernatant preneseme do nové mikrozkumavky obsahujici 50 pl nepufrovaného 3M
octanu sodného a 450 pl izopropanolu. Promichame pievracenim mikrozkumavky.

9. Centrifugujeme 10 min. na stolni centrifuze pii 11000 x ga 4 °C
(Centrifuge 5415R, Eppendorf). Pipetou odstranime veskerou tekutinu.

10. Precipitat rozpustime v 70 pl TE pufru.

11. Pfidame 14 pl nepufrovaného 3M octanu sodného a 14 pl kyselého fenol/chloroformu,
dikladné promichame (vortex). Vychladime v ledu.

12. Centrifugujeme 10 min. na stolni centrifuze pti 11000 x ga 4 °C
(Centrifuge 5415R, Eppendorf).

13. Horni vodnou fazi pfeneseme do nové mikrozkumavky obsahujici 56 pl nepufrovaného
3M octanu sodného a 630 pl TE pufru. Pfidame 460 pl izopropanolu, promichdme
pfevracenim mikrozkumavky.

14. Centrifugujeme 10 min. na stolni centrifuze pti 11000 x ga 4 °C
(Centrifuge 5415R, Eppendorf). Pipetou odstranime veskerou tekutinu.

15. Pfidame 1,2 ml ledového 75% etanolu (v/v), centrifugujeme 10 min. na stolni centrifuze
pti 11000 x g a 4 °C (Centrifuge 5415R, Eppendorf). Pipetou odstranime veskerou
tekutinu.

16. Precipitat rozpustime ve 150 pl TE pufru, pfiddme 150 pl SM octanu amonného.
Ditikladn€ promichame (vortex).

17. Centrifugujeme 10 min. na stolni centrifuze pti 11000 x ga 4 °C
(Centrifuge 5415R, Eppendorf).

18. Supernatant pifendame do nové mikrozkumavky obsahujici 660 ul etanolu.

Ditikladn€ promichame (vortex).

19. Centrifugujeme 10 min. na stolni centrifuze pti 11000 x ga 4 °C
(Centrifuge 5415R, Eppendorf). Pipetou odstranime veskerou tekutinu.

20. Pfiddme 1 ml ledového 75% etanolu (v/v). Centrifugujeme 10 min. na stolni centrifuze
pti 11000 x g a 4 °C (Centrifuge 5415R, Eppendorf).

21. Supernatant vylijeme, mikrozkumavku nechame vysusit na ¢istém absorpcnim papiru asi
po dobu 10-15 min.

22. DNA rozpustime v 50 pl TE pufru.

23. Plasmidovou DNA skladujeme pii 4 °C.

Izolace plasmidové DNA z E. coli: JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit,

GENOMED:

1. 7 ml LB média s piidavkem ptislusného antibiotika zaockujeme jednou kolonii E. coli a

2.

3.

inkubujeme pfes noc na trepacce pii 37 °C, 220 rpm.

Narostl¢ bunky centrifugujeme 5 min. pti 8000 rpm a pokojové teploté

(MR 231, rotor AM 38.15, Jouan). Odstranime kompletn¢ supernatant.

Ptidame 250 pl roztoku G1, dikladné promichdme pipetou (dokud neni suspenze
homogenni) a pfeneseme do 1,5ml mikrozkumavky.
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4. Pridame 250 pl roztoku G2, opatrné promichame prevracenim mikrozkumavky.
Inkubujeme 5 min. pfi pokojové teploté.

5. Pfidame 350 pl roztoku G3, opatrné¢ promichdme pfevracenim mikrozkumavky (dokud
neziskdme homogenni suspenzi).

6. Centrifugujeme 10 min. na stolni minicentrifuze (Microspin 24S, Sorvall) pii maximalni
rychlosti (13000-16000 x g) a pokojové teplote.

7. Supernatant pfeneseme do kolonky (JETQUICK Spin Column) umisténé ve sbérné 2ml
zkumavce. Centrifugujeme 1 min. na stolni minicentrifuze pfi maximalni rychlosti a
pokojové teploté.

8. Vyprazdnime sbérnou zkumavku. Pokud pracujeme s endA4+ kmenem E. coli ptidame do
kolonky 500 ul roztoku GX, nechdme 1 min. stat a I min. centrifugujeme na stolni
minicentrifuze pfi maximalni rychlosti a pokojové teploté, opét vyprazdnime sbérnou
zkumavku.

Pokud pracujeme s end4- kmenem E. coli pokracujeme rovnou krokem 9.

9. Do kolonky ptfidame 500 pl roztoku G4, centrifugujeme 1 min. na stolni minicentrifuze pti
maximalni rychlosti a pokojové teploté. Sbérnou zkumavku vyprazdnime a centrifugujeme

jeste jednou stejnym zptisobem.

10. Kolonku umistime do nové sterilni 1,5ml mikrozkumavky. Do kolonky pfiddme 75 ul TE
pufru a centrifugujeme 2 min. na stolni minicentrifuze pti maximalni rychlosti a pokojové
teploté.

11. Ziskanou plasmidovou DNA skladujeme pti 4 °C.

Izolace plasmidové DNA z E. coli ,,boiling* lyzi: (Sambrook & Russell 2001)

1. 1,5 ml LB média s ptidavkem piislusného antibiotika ve 2ml mikrozkumavce zaockujeme
jednou kolonii E. coli a inkubujeme pies noc na tiepacce pii 37 °C, 220 rpm.

2. Centrifugujeme 30 s na stolni minicentrifuze (Microspin 24S, Sorvall) pfi maximalni

rychlosti (13000-16000 x g) a pokojové teploté.

. Vylijeme supernatant a buiikky diikladné resuspendujeme ve zbytku tekutiny.

4. Ptidame 300 ul kompletniho STET pufru. Opatrné€ promichame pfevracenim

mikrozkumavky.

Inkubujeme 10 min. v ledu.

Inkubujeme 2 min. pti 100 °C.

7. Centrifugujeme 25 min. na stolni centrifuze pti maximalni rychlosti a 4 °C
(Centrifuge 5415R, Eppendorf).

8. Odebereme hornich 200 pl a prenddme do nové mikrozkumavky obsahujici 200 pl
izopropanolu pokojové teploty. Promichdme ptfevracenim mikrozkumavky.

9. Inkubujeme 30 min. pii -20 °C.

10. Centrifugujeme 10 min. na stolni centrifuze pii maximalni rychlosti a 4 °C
(Centrifuge 5415R, Eppendorf).

11. Ptidame 300 pl ledového 75% etanolu (v/v). Centrifugujeme 10 min. na stolni centrifuze
pii maximalni rychlosti a 4 °C (Centrifuge 5415R Eppendorf), poté vylijeme

-----

(98]

AN

12. Mlkrozkumavku nechame vysusit na ¢istém absorpcmm papiru asi po dobu 10—15 min.
13. Ptidame 50 pl TE pufru a 1 pl zdsobniho roztoku RNazy A.
14. Plasmidovou DNA skladujeme pii 4 °C.
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3.2.2 Metody dalsi prace s DNA

Fenol/chloroformova extrakce DNA: (Sambrook & Russell 2001)

1. K roztoku DNA pifidame 1/2 objemu neutralniho fenol/chloroformu, diikladné michdme
alespon 10 s (vortex).

2. Centrifugujeme 10 min. na stolni centrifuze pti maximalni rychlosti (13000—-16000 x g)

a 4 °C (Eppendorf, Centrifuge 5415R).

Odebereme horni vodnou fazi a preneseme do nové mikrozkumavky.

4. DNA ptesrazime pomoci metody srdzeni etanolem.

(98]

Srazeni DNA etanolem: (Sambrook & Russell 2001)

1. K roztoku DNA ptidame 1/10 objemu 3M octanu sodného (pH 7,0) a trojnasobny objem
100% ledového etanolu (-20 °C).

2. Srazime minimaln¢ 1 hodinu pii -80 °C (popf. pies noc pii -20 °C).

3. Centrifugujeme 15 min. na stolni centrifuze pfi maximalni rychlosti (13000-16000 x g)
a4 °C (Centrifuge 5415R, Eppendorf).

4. Supernatant vylijeme. Pfidame 300 pl 75% ledového etanolu (v/v) a opét centrifugujeme
stejnym zpisobem.

5. Supernatant vylijeme a nechame vysusit na Cistém absorpcnim papiru asi po dobu
10—15 min.

6. DNA resuspendujeme v potiebném mnozstvi sterilni dH,O nebo TE pufru.

Meéreni koncentrace DNA:

Koncentrace DNA byla ur¢ena pomoci Ay (absorbance pii vinové délce 260 nm, coz
je hodnota absorpéniho maxima), ktera byla méfena na spektrofotometru Ultrospec IIE
spectrophotometer, LKB Biochrom v pfilozenych kyvetach typu Q (Ultrospec Cells, Q, LKB
Biochrom). Jako BLANK byla pouzita dH,O nebo TE pufr (podle toho, vcem byla
uchovavana vzorkova DNA). Hodnota A, = 1 odpovidad 50 pg/ml dsDNA v roztoku.

Vzhledem k tomu, Ze izolovand DNA je nejcastéji zneciSténa proteiny (které maji
absorp¢ni maximum pii vinové délce 280nm), miizeme pomerem naméeiené Aygo/Azgo Vyjadrit
také Cistotu vzorku DNA. V piipad¢ Cistych vzork by se tento pomér mél pohybovat
piiblizné v rozmezi 1,8-2,0.

1. Vzorek DNA nafedime 50x sterilni dH,O
2. Na spektrofotometru zméefime Aqp natedéného vzorku.
3. Koncentracnim vypoctem vypocitdme koncentraci DNA ve vzorku.

Koncentracni vypocet:
koncentrace DNA = Ay . 0,05 . pouzité fedéni (50)

Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami:

Ke stépeni DNA byly pouzity restrik¢nich endonukleazy a systémy pufri doddvané
firmou Thermo Scientific.

St&peni bylo provadéno v celkovych objemech 10-30 pl po dobu 1,5-2 hodiny v pufru
a teploté doporucené vyrobcem. Standardné bylo pouzito 0,5 pl restrikéni endonukledzy na 10
ul celkového objemu a 1 pl restrikéni endonukleazy pti celkovém objemu vétSim nez 10 pl.
Pro Stépeni bylo pouzito standardné 0,1-3 pg DNA (pro pfipravu neradioaktivné znacené
DNA préby vice). Do celkového objemu byla smés vzdy doplnéna sterilni dH,O.
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Pro Stépeni dvéma restrikénimi endonukledzami soucasné byl pro zvoleni vhodného
pufru pouzit program DoubleDigest™, Thermo Scientific
(http://www.thermoscientificbio.com/webtools/doubledigest).

Zatupeni konci molekul DNA: (Sambrook & Russell 2001)

1. Ke 30 pl restrikéni smési po dokonceni restrikéniho Sté€peni pfidame 0,75 ul 2mM dNTP a
1 ul Klenow fragmentu (Thermo Scientific).

2. Inkubujeme 30 min. pii 37 °C.

Inaktivujeme piidanim 1 ul 0,5M EDTA (pH 8,0) a inkubaci 10 min. pii 70 °C.

4. DNA precistime pomoci fenol/chloroformové extrakce a srdzeni etanolem a miizeme
pouzit pro dalsi praci.

(98]

Ligace DNA: (Sambrook & Russell 2001)

1. DNA k ligaci po fenol/chloroformové extrakci a presrazeni etanolem rozpustime v 35 pul
(ligace DNA fragmentu do vektoru) nebo v 90 ul sterilni dH,O (ligace koncti vektoru).

2. Pridame 4 pl (na 35 pl) nebo 10 pl (na 90 pl) 10x koncentrovaného T4 DNA ligacniho
pufru (Thermo Scientific) a 1 ul T4 DNA ligazy (Thermo Scientific).

3. Inkubujeme pies noc pii 14 °C.

4. Inaktivujeme inkubaci 10 min. pii 70 °C.

5. Inaktivovanou smés miizeme restrikéné $tépit po ligaci restrikénim enzymem, ktery
linearizuje ptivodni vektor, ale neStépi rekombinantni plasmid. Popft. pokracujeme rovnou
krokem 5.

5. DNA piesrazime etanolem. Ligovanou DNA mtizeme déle pouzit k transformaci.

DNA elektroforéza: (Sambrook & Russell 2001)

Byla pouzita elektroforéza v agar6zovém gelu v horizontdlnim uspofadani
(pfi konstantnim napéti do 5 V/cm). Pro snadnéjS$i nandSeni vzorkd a sledovani pribéhu
elektroforézy byl pouzit nanaSeci pufr pro agardézovou elektroforézu ve vysledné koncentraci
Ix.

pouzity agardzovy gel: 1% agardza SeaKem® LE Agarose, Lonza (w/v) v 1x TAE pufru
pouzity elektroforeticky pufr: 1x TAE (nafedény ze zdsobniho 50x koncentrovaného TAE
zasobniho roztoku)
pouzity velikostni standard: GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, Ready-to-Use 250 to 10000 bp,
Thermo Scientific

Gely po prob¢hnuti elektroforézy barvime min. 20 min. ve vodném roztoku etidium
bromidu o vysledné koncentraci 1 pg/ml. Nenavazany etidium bromid odmyvame pod tekouci
vodou min. 1 min. Pot¢ DNA zviditelnime nasvicenim pod ultrafialovym svétlem na
transiluminatoru a vyfotime.

Izolace DNA z agar6zového gelu: (Vogelstein & Gillespie 1979)

1. Vytizneme prouzky gelu, které obsahuji fragment ureny k izolaci (tato ¢ast gelu nesmi
byt obarvena etidium bromidem).
2. Vyftiznuty prouzek gelu zvazime a preneseme do 1,5ml mikrozkumavky. Pfiddme 2—3 ml
roztoku Nal na 1 g gelu.
3. Inkubujeme s obfasnym promichanim pfti 53 °C do rozpusténi gelu (maximalné 5 min.).
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8.
9.

. Pfidame 1 pl skelného miéka (glass milk) na 1 pg DNA (minimalné vSak 5 pl). Dokonale

promichame (vortex).

Inkubujeme 5 min. na ledu, obCas promichame.

Centrifugujeme 15 s na stolni minicentrifuze (Microspin 24S, Sorvall) pfi maximalni
rychlosti (13000-16000 x g) a pokojové teploté.

. Vylijeme supernatant. Pfidame 300 pl NEW WASH promyvaciho roztoku a dokonale

resuspendujeme (vortex). Centrifugujeme 15 s na stolni minicentrifuze pii maximalni
rychlosti a pokojové teploté a odstranime supernatant. Toto promyti zopakujeme celkem
tiikrat.

Promyty sediment resuspendujeme v 50 pl sterilni dH,O nebo TE pufru.

Inkubujeme 5 min. pii 53 °C.

10. Centrifugujeme 1 min. na stolni minicentrifuze pfi maximalni rychlosti a pokojové

teploté.

11. Odebereme supernatant do nové mikrozkumavky. Pro dalsi préci je vhodné DNA precistit

pomoci fenol/chloroformové extrakce a sraZzeni etanolem.

PCR reakce: GC-RICH PCR System, Roche: (Mullis et al. 1986)

Pro PCR reakce, vniz byla jako templadt pouzita chromozomalni DNA ze

streptomycet, byla pouzita komerc¢ni sada GC-RICH PCR System, Roche. Jednd se o
specidlné navrzenou sadu pro provadéni PCR reakci u DNA templatd, které maji vysoky podil
GC part (viz. kapitola 2.1.1). VSechny operace provadime na ledu, v rukavicich a pouzivame
jen Cisté a sterilni $picky a mikrozkumavky. K vypoctu teploty nasedani oligonukleotidi
(tzv. ,,primeri*) byla pouzita teplota tani (Tm) uvedend vyrobcem.

Smisime nasledujici slozky:
mastermix 1°:

1 ug templatova DNA (vypocet podle koncentrace chromozomalni DNA)
S5ul 2mM dNTP

0,2 ul ,,primer FORWARD*

0,2 pul ,,primer REVERSE*

10 ul  GC-RICH Resolution Solution, SM

doplnime sterilni dH,O do celkového objemu 35 pl

mastermix 2°:

4 ul  sterilni dH,O
10 ul GC-RICH Reaction Buffer, 5x
I ul  GC-RICH Enzyme Mix, in storage buffer

Do sterilni PCR mikrozkumavky pfeneseme 35 ul pfipraveného roztoku

,mastermix 1 a 15 pl roztoku ,mastermix 2“. PCR mikrozkumavku umistime do

termocykleru (T-Gradient Thermocycler,

Whatman Biometra) naprogramované¢ho na

nasledujici cykly:

1.

2.

denaturace 3 min. 95 °C

celkem 10 cykli

denaturace 30s 95 °C
nasedani oligonukleotidi 30 s dle oligonukleotidl (vypocet = Tm - 4 °C)
elongace 45 s/1 kb 72 °C
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3. celkem 20 cykla

denaturace 30s 95 °C
nasedani oligonukleotidi 30 s dle oligonukleotidii (vypocet = Tm - 4 °C)
elongace 45 s/1 kb + 5 s v kazdém dalsim cyklu 72 °C

4. dosyntetizovani fetézch 7 min. 72 °C
Po probéhnuti vSech cyklu byla teplota sniZzena na 4 °C.

Sekvenovani DNA:

~ Sekvenace PCR produktil byla provadéna externé ve Stfedisku sekvenovani DNA,
MBU AV CR, v.v.i.. Toto pracovist¢ vyuziva automaticky geneticky analyzator 3130x/,
Applied Biosystems.

pouzité oligonukleotidy pro sekvenacéni reakce:
LCFACAL-F a A31-F1 (viz. kapitola 3.1.6)

piiprava vzorku:

PCR produkt urceny k sekvenaci byl izolovan z gelu, dvakrat piecistén pomoci
fenol/chloroformové extrakce a zakoncentrovan do celkového objemu 12 pl (rozpusténo ve
sterilni dH,O) pomoci srazeni etanolem.

Priprava neradioaktivné znacené DNA proby: DIG DNA Labeling Kit, Roche:

DNA proba pro hybridizaci byla oznaCena neradioaktivné digoxigeninem pomoci
nahodnych hexanukleotidovych primerti, dNTP znacici smési (obsahujici Dig-dUTP) a
Klenow enzymu.

1. Presrazeny a vysuSeny DNA fragment pro piipravu proby rozpustime v 15 pl sterilni
dH,O0.

2. Denaturujeme 10 min. pii teploté 100 °C. Poté ihned prudce zchladime v ledu politém
etanolem.

3. Ke smési na ledu ihned piidame 2 ul hexanukleotidové smési, 2 ul ANTP znacici smési a
1 pl Klenow enzymu.

4. Inkubujeme pies noc pii 37 °C.

5. Reakci zastavime ptidanim 1 pl 0,5M EDTA (pH 8,0) a inkubaci 10 min. pti 65 °C.

6. Ptidame 2,5 ul 4M LiCl a 75 pl ledového (-20 °C) etanolu. Promichame (vortex) a
nechame srazet minimalné 30 min. pti -80 °C (popf. min. 2 hodiny pfi -20 °C).

7. Centrifugujeme 15 min. na stolni centrifuze pfi maximalni rychlosti (13000—16000 x g)
a4 °C (Centrifuge 5415R, Eppendorf).

8. Supernatant vylijeme. Pfiddme 300 pl 75% ledového (-20 °C) etanolu (v/v).
Centrifugujeme 15 min. na stolni centrifuze pii maximalni rychlosti a 4 °C
(Centrifuge 5415R, Eppendorf).

9. Supernatant vylijeme a nechame vysusit na ¢istém absorpénim papiru asi po dobu
10—15 min.

10. DNA rozpustime v 50 pl sterilni dH,O.

11. DNA préobu denaturujeme 10 min. pii 100 °C a ihned pouzijeme k hybridizaci.
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Prrenos DNA fragmentu z agarozového gelu na nylonovou membranu (..Southern
blotting*): (Sambrook & Russell 2001)

Pro pfenos DNA fragmentl z agar6zového gelu na nylonovou membranu bylo vyuzito
metody podtlaku za pomoci syst¢ému XL Vacuum Blotting System, VacuGene. Byla pouzita
nylonova membrana IMOBILON — NY+, Millipore. Pracujeme v rukavicich.

1. Pfipravime si nylonovou membranu piislusné velikosti (asi o 0,3 cm vétsi nez gel na vysku
1 na $itku). Membranu namocime kratce do 20x SSC.

2. Sestavime vakuovy piistroj dle instrukéniho manuélu na vodorovné plose, na jeho desku
polozime pfipravenou membranu a pres ni igelitovou masku s pfipravenym otvorem na
membranu (otvor musi byt o néco mensi nez pfipravend membrana i gel). Do otvoru
masky na membranu polozime gel tak, aby jamky i okraje gelu leZely na masce.

3. Na vakuové pumpé¢ nastavime tlak 50 cm H,O sloupce. Zkontrolujeme, zda se skute¢né
vytvofil spravny podtlak.

4. Cely gel ptevrstvime depurinacnim roztokem, presavame 10—15 min. Roztok pritbézné
dopliiujeme.

5. Depurinacni roztok kompletné odsajeme a nahradime ho denatura¢nim roztokem,
presavame 10—15 min. Roztok pritbézné doplitujeme.

6. Denaturacni roztok kompletné odsajeme a nahradime ho neutralizatnim roztokem,
presavame 10—15 min. Roztok pritbézné doplitujeme.

7. Neutraliza¢ni roztok kompletné odsajeme a nahradime ho transferovym roztokem
(20x SSC), ptesavame 30—60 min. Roztok prubézné dopliujeme.

8. Transferovy roztok odsajeme, odstranime gel a vypneme vakuovy pfistroj. Membranu
vysuSime mezi dvéma Cistymi filtracnimi papiry.

9. Membranu ozafime 5 min. ultrafialovym svétlem (fixace DNA k membran¢) na
transiluminatoru a pouZzijeme ihned k hybridizaci nebo mtizeme uchovavat né€kolik dni na
suchém misté¢ mezi dvéma Cistymi filtracnimi papiry.

Hybridizace frasmentii DNA na nylonové membrané s neradioaktivné znac¢enou DNA
probou a nasledna imunologicka detekce:

Po hybridizaci znacené proby s cilovou DNA byly hybridni molekuly nesouci DIG
znaCku detekovany vazbou anti-DIG protilatky konjugované s alkalickou fosfatazou
(AP-konjugat). Alkalicka fosfatdza byla nasledné zviditelnéna reakci s X-fosfatem a NBT-
roztoku, jejimz vysledkem je barevny produkt. Pro oznaceni velikostntho DNA standardu
byla pouzita neradioaktivné znacena préba ,,Gene Ruler (viz. kapitola 3.1.3).

A. Prehybridizace:

1. Membranu vlozime do hybridiza¢ni trubice a pfiddme 20 ml hybridiza¢niho roztoku na
100 cm? membréany (viechny dalii objemy budou vztaZeny pravé na velikost 100 cm?).

2. Inkubujeme v hybridizacni picce (HPOI & HPIO MiniOven, Apollo) za pomalého otaceni
pii 68 °C minimaln¢ 1 hodinu.

B. Hybridizace:

1. Hybridizaéni roztok slijeme, ptiddme 2,5 ml nového hybridiza¢niho roztoku a
piedehiejeme na 68 °C.

2. Do piedehtatého roztoku pfiddme zdenaturovanou DNA prébu.

3. Nechame hybridizovat v hybridizac¢ni picce za pomalého otaCeni pii 68 °C pies noc.

4. Membrany promyjeme 2 X 5 min. za pokojové teploty min. 50 ml promyvaciho roztoku 1 a
2 x 15 min. pti 68 °C minimaln¢ 50 ml piedehiatého (68 °C) promyvaciho roztoku 2.
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C. Imunologické detekce:

. Membranu krétce (asi 1 min.) promyjeme pufrem 1.

. K membran¢ ptidime 100 ml pufru 2 a inkubujeme 30 min. na tftepacce (Multifunction 3D

rotator PS-M3D, Grant-Bio).

Slijeme pufr 2 a kratce promyjeme pufrem 1.

4. Pfidame nafedénou konjugovanou protilatku (AP-konjugat) do koncentrace 150 mU/ml

v pufru 1 (na 100 cm? membrany byly pouzity 4 pl protilatky ve 20 ml pufru 1).

Inkubujeme 30 min. na tfepacce. Slijeme roztok s protilatkou.

6. Odstranime nenavazanou protilatku promyvanim 2 x 15 min. v min. 100 ml pufru 1 na
tiepacce.

7. Membréanu 2 min. ekvilibrujeme ve 20 ml pufru 3 na tfepacce.

8. Odstranime pufr 3 a na membranu naneseme 10 ml barviciho roztoku. Inkubujeme bez
ttepani ve tm¢ 30 minut — 24 hodin.

9. Po detekci zastavime reakci pétiminutovou inkubaci membréany v TE pufru.

10. Membranu vysuSime mezi dvéma Cistymi filtratnimi papiry a oskenujeme.

11. Membrany skladujeme v suchu a temnu.

W
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3.2.3 Metody transformace bunék plasmidovou DNA

Priprava kompetentnich bunék E. coli: (Sambrook & Russell 2001)

ODgoo (optickéd denzita pfi 600 nm) byla méfena na spektrofotometru Ultrospec IIE
spectrophotometer, LKB Biochrom v pfilozenych kyvetach typu G (Ultrospec Cells, G, LKB
Biochrom). Jako BLANK bylo pouzito sterilni LB médium. Prvni vzorek z kultivace byl
odebran po 2 hodinach a nasledné v dobé predpokladaného dosazeni pozadované ODgg (za
predpokladu, ze se ODgg za 30 min. zhruba zdvojnasobi).

1. 5 ml LB média (popf. s piidavkem ptislusného antibiotika) zaockujeme jednou kolonii
E. coli a inkubujeme pies noc na tfepacce pii 37 °C, 220 rpm.

2. Z narostlé kultury zaockujeme 2 ml do 200 ml LB média v litrové baiice.

3. Inkubujeme na tfepacce pii 37 °C, 220 rpm do dosazeni ODgg = 0,7 (v ptipadé€ E. coli
XL1-Blue postaci hodnota ODggo = 0,5).

4. Buiky ochladime v ledu a pfelijeme do sterilnich, vychlazenych centrifugacnich

zkumavek.

Centrifugujeme 8 min. pii 8000 rpm a 4 °C (MR 231, rotor AM 100.13, Jouan).

6. Slijeme supernatant a buniky resuspendujeme ve 200 ml ledové sterilni dH,O.
Centrifugujeme 8 min. pii 8000 rpm a 4 °C (MR 231, rotor AM 100.13, Jouan), slijeme

vvvvv

e

7. Bunky resuspendujeme v 300-500 pl 10% sterilniho ledového glycerolu (v/v).
8. Resuspendované bunky rozdélime po 50 pl do sterilnich 1,5ml mikrozkumavek a
pouzijeme ihned k transformaci nebo uchovavame pti -80 °C.

Transformace kompetentnich bunék E. coli pomoci elektroporace:
(Sambrook & Russell 2001)

1. Ve sterilni 1,5ml mikrozkumavce smichdme 1 pl plasmidové DNA (koncentrace DNA
0,5-1 pg/ml) a 50 ul kompetentnich bun€k E. coli.

2. Inkubujeme 10 min. na ledu.

3. Smés DNA/butiky pieneseme do sterilni elektroporacni kyvety (GenePulser” Cuvette,
0,1 cm gap, BioRad), kterou jsme ptedtim vychladili v ledu. Smés DNA/buiiky je nutno
prenést do elektroporacni kyvety pfimo na dno tak, aby nevznikly zaddné bublinky.
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. Kyvetu z vnéjsi strany osusime a vlozime do elektroporatoru (Electro Square Porator ECM

830, BTX Division of Genetronics). Nastaveni elektroporatoru: Program — HV,

Napéti 2000 V, Délka pulzu — 99 us, Mnozstvi pulzi — 10, Interval mezi pulzy — 100 ms.
Provedeme elektroporaci.

Ihned po elektroporaci pfidame ke smési DNA/buiiky 1 ml sterilniho SOC média a
pfeneseme do sterilni mikrozkumavky.

Inkubujeme 1-2 hodiny na tfepacce pti 37 °C, 1200 rpm

(Thermomixer Comfort, Eppendorf).

. Buniky vysejeme na ptipravené misky s LA médiem s ptidavkem ptisluSného antibiotika.

Inkubujeme pies noc ve 37 °C.

Priprava protoplastii ze Streptomyces nodosus: (Kieser et al. 2000)

1.

e

.

9.

80 ml YEME média s glycinem v 500ml prolamované Erlenmayerove bance zaoCkujeme
sporami a inkubujeme na tfepacce 52 hodin pii 28 °C, 220 rpm (spravné narostlé kultury
pozname podle zac¢inajici produkce pigmentu).

. 20 ml z narostlé¢ kultury pielijeme do sterilni centrifuga¢ni zkumavky a centrifugujeme

10 min. pii 8000 rpm a 20 °C (MR 231, rotor AM 50C.13, Jouan). Slijeme supernatant.

. Buniky resuspendujeme v 15 ml sterilni 10,3% sachardzy (w/v) a opét centrifugujeme

stejnym zptisobem. Slijeme supernatant.

Bunky resuspendujeme ve 4 ml kompletniho L pufru s lysozymem.

Inkubujeme 30—60 min. pii 30 °C. Kazdych 15 min. opatrn¢ promichame pomalym
prevracenim zkumavky. Utvafeni protoplasti kontrolujeme pod mikroskopem (mély by
byt ptitomny pouze protoplasty, pouzité zvétSeni: 1000x s imerznim systémem).
Ptidame 5 ml P pufru a opatrné krouzivymi pohyby promichame.

. Protoplasty piefiltrujeme pies vatu umisténou ve filtrovaci zkumavce (Obr. 15)
. Zfiltrované protoplasty centrifugujeme 7 min. pii 700 x g a 20 °C (MR 231, rotor

AM 50C.13, Jouan)
Slijeme supernatant a protoplasty doplnime do celkového objemu 1 ml P pufrem.

10. Protoplasty v P pufru rozdélime do sterilnich 1,5ml mikrozkumavek po 50 ul a pouzijeme

ihned k transformaci nebo uchovéavame pti -80 °C.

Transformace protoplastii: (Kieser et al. 2000)

. Do sterilni 1,5ml mikrozkumavky pteneseme 5 pl plasmidové DNA (pokud je plasmidova

DNA izolovana z E. coli, pouzivame vyhradné¢ kmen GM2929) . Na sténu
mikrozkumavky pfeneseme 50 pl protoplastt tak, aby nedoslo ke smiseni s
plasmidovou DNA (pro pipetovani protoplastii pouzivame vzdy sterilni Spicky
s ustfizenym koncem).

. Pfidame 200 pul T pufru tak, aby doslo k promiseni s plasmidovou DNA 1 protoplasty,

nékolikrat pipetou promichame.

. Smés ihned rozetieme na Petriho misku s RS médiem, které bylo pted transformaci suSeno

2 hodiny ve sterilnim boxu.

Inkubujeme pii 28 °C 18 hodin (i déle). Poté ptelijeme smési 1 ml sterilni dH,O

s prisluSnym antibiotikem (mnoZzstvi antibiotika se tidi vyslednou koncentraci v RS
médiu).

Inkubujeme pii 28 °C 6 dni (i déle).

52



Obr. 15: Schéma vatové filtrace. (A) vatova zatka, (B) vatovy limecek, (C) filtracni smotek vaty. Pii pouziti
odstranime zatku a protoplasty nechame protéct pfes vatu do zkumavky.

3.2.4 Metody vymény genu ve streptomycetach

Priprava mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—C14
pomoci homologni rekombinace: (Kieser ez al. 2000)

K ptipravé mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuCI13—C14
bylo vyuzito homologni rekombinace pomoci plasmidu pPMQ (Obr. 16). Ten je odvozen od
vektoru pGM160, ktery obsahuje teplotné senzitivni replika¢ni pocatek pro replikaci ve
streptomycetach (viz. kapitola 3.1.2). Kmen Streptomyces nodosus ssp. asukaensis
(asuCl3::apr™) nese na chromozému v mistd asuCl3 vloZeny gen pro apramycinovou
rezistenci (viz. kapitola 3.2.1), jejiz vymizeni je vyuzitelné jako ukazatel prob¢hlé
rekombinace.

1. 10 ml YEME s ptidavkem piislusného antibiotika zaockujeme sporami transformovanych
bunck a inkubujeme na tfepacce pii 28 °C, 220 rpm 2—4 dny (dokud se neobjevi
specificky zakal).

2. Narostl¢ bunky centrifugujeme 5 min. pti 8000 rpm a pokojové teploté
(MR 231, rotor AM 38.15, Jouan). Odstranime kompletn¢ supernatant.

3. K sedimentovanym buitkam piidame dostate¢né mnozstvim sterilni dH,O (minimalné

tolik, jako bylo média) a centrifugujeme 5 min. pti 8000 rpm a pokojové teploté
(MR 231, rotor AM 38.15, Jouan). Odstranime kompletn¢ supernatant.

4. Promyté buiiky resuspendujeme v malém mnozstvi YEME a zaockujeme jim 80 ml YEME

v 500ml prolamované Erlenmayerové baiice.

Inkubujeme na tiepacce pti 39 °C, 200 rpm 3 dny.

6. Z kultury odebereme sterilng 10 pl a vysejeme je v fedéni 10 a 10~ na misky obsahujici
MH médium s apramycinem a MH medium bez pfidanych antibiotik. Misky inkubujeme
pii 28 °C do naristu viditelnych kolonii. V kultivaci pti 39 °C déle pokracujeme a vysev
opakujeme kazd¢ 2 dny.

7. Sledujeme pocet narostlych kolonii na MH médiu s apramycinem a na MH médiu bez
pfidanych antibiotik. Pokud se na misce bez antibiotik vyskytuje vice kolonii nez na misce
s apramycinem, pieockujeme alespont 70 kolonii z misky bez ptidanych antibiotik na nové
MH médium s apramycinem a na MH médium bez ptidanych antibiotik. Inkubujeme opét
pii 28 °C do naristu viditelné biomasy.

e
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8.

Z pteockovanych misek vybirame kmeny, které rostou na MH médiu bez pfidanych
antibiotik a nerostou na MH médiu s apramycinem (ztratily apramycinovou resistenci).
Rekombinantni kmen dale ovéfime metodou hybridizace se znacenou DNA probou
(viz. kapitola 3.2.2).

3.2.5 Separacni a analytické metody

Extrakce sekundarnich metabolita ze streptomycet (etylacetat/chloroformova extrakce):

Etylacetat/chloroformovou extrakci ziskdme hruby extrakt obsahujici sekundarni

metabolity (napf. manumycinova antibiotika), ale také napt. bunétné lipidy a né€které dalsi
slozky. Béhem extrakce pracujeme v chladové mistnosti (4 °C). Pokud pravé neni s extraktem
pracovano, uchovavame ho neustale ve tmé.

1.

2.

3.

50 ml produkéniho média (s pifidavkem piislusného antibiotika) zaoCkujeme sporami a
inkubujeme na tiepacce pii 28 °C, 220 rpm 2 dny.

Z narostlé kultury zaockujeme 30 ml do 300 ml nového produkéniho média (s ptidavkem
prislusného antibiotika). Inkubujeme na tiepacce pii 28 °C, 220 rpm 3 dny.

Veskeré médium prelijeme do centrifugacnich zkumavek a centrifugujeme 15 min. pfi
4400 rpm a 20 °C (MR 231, rotor SWM 180.5, Jouan). Supernatant slijeme do sklenéné
kadinky. Dale pracujeme zv1ast’ se supernatantem a se sedimentovanymi bunikami.

Supernatant:

1.

V supernatantu rozpustime NaCl v takovém mnozstvi, aby vznikl nasyceny roztok
(odpovida asi SM koncentraci).

. K nasycenému roztoku piidame 1/3 objemu etylacetatu.
. Preneseme do délici nalevky a nechame tfepat 30 min. na reciproc¢ni tiepacce (3006, GFL)

pii rychlosti tfepani 250-300 rpm. v chladové mistnosti ve tmé.

.V délici nalevce nechame oddélit faze. Horni organickou fézi centrifugujeme ve

sklenénych centrifuga¢nich zkumavkach 15 min. pii 4400 rpm a 4 °C

(MR 231, rotor SWM 180.5, Jouan).

Sklenénou pipetou odebereme horni etylacetatovou fazi a pfeneseme do sbérné bariky.
Spodni fazi vratime do délici nalevky, pfidame znovu 1/3 etylacetatu a celou extrakci
opakujeme jesté jednou.

Sedimentované bunky:

1.

2.

K sedimentovanym buiikdm pfidame 50 ml acetonu a rozmélnime na homogenni
suspenzi.

Acetonovou suspenzi preneseme do sklenéné baiky a nechame ttepat 30 min. na
recipro¢ni tiepacce (3006, GFL) pfi rychlosti tfepani 250-300 rpm v chladové
mistnosti ve tm¢.

. Centrifugujeme ve sklenénych centrifugacnich zkumavkéch 15 min. pti 4400 rpm a 4 °C

(MR 231, rotor SWM 180.5, Jouan). Supernatant prelijeme do sbérné banky. K sedimentu
priddme 50 ml acetonu a celou extrakci opakujeme jesté jednou.

. Veskerou acetonovou fazi ze sbérné banky preneseme do odparovaci banky a nechdme na

rotacni vakuové odparce (LABOROTA 4003 — control, Heidolph Instruments) pii teploté
vodni lazn€ 37 °C a podtlaku 250 mbar za rychlého otaCeni odpafit veSkery aceton
(v baiice ziistane malé mnozstvi vodné faze).

. K vodné fazi pridame 1/3 objemu etylacetatu, pieneseme do délici ndlevky a provedeme

stejnou etylacetatovou extrakei, jako v ptipad€ supernatantu. Veskeré etylacetatové faze
prenasime do jedné sbérné bariky.
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Ziskané etylacetatové faze:

1. Veskerou etylacetatovou fazi pieneseme do odpafovaci bariky a nechdme zcela odpafit
na rotacni vakuové odparce (LABOROTA 4003 — control, Heidolph Instruments) pfi
teploté vodni l4zné 37 °C a podtlaku 150 mbar za rychlého otaceni.

2. K odparku ptiddme asi 30 ml chloroformu a ptevedeme do nové, predem zvazené
odpafovaci barky.

3. Nechame zcela odpatfit na rotacni vakuové odparce (LABOROTA 4003 — control,
Heidolph Instruments) pfi teploté vodni 1dzn€ 37 °C a podtlaku 150 mbar za rychlého
otaceni.

4. Banku s odparkem zvazime, odectenim hmotnosti baniky ziskdme pfesnou hmotnost
odparku (suchého extraktu).

5. K odparku pfiddme 1-2 ml chloroformu a pfeneseme do vialky z tmavého skla. Extrakt
skladujeme pii -20 °C.

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC):

Metoda TLC (Thin Layer Chromatography) byla pouzita pro potvrzeni piitomnosti
manumycinovych latek v etylacetat/chloroformovych extraktech. Pouzité tenké vrstvy
obsahuji fluorescencni latku oznacenou jako F,s4. Ta zajiStuje fluorescenci tenké vrstvy pii
ozateni ultrafialovym svétlem (vlnova délka 254 nm). Latky absorbujici ultrafialové svétlo
jsou zviditelnény jako temné skvrny (v téchto mistech nemiize dochazet k fluorescenci).

pouzita stacionarni faze: TLC aluminium sheets 20 x 20 cm Silica gel 60 F;s4, Merck
pouzitd mobilni faze: benzen—aceton v poméru 3 : 2

1. Pfipravime si tenkou vrstvu pfislusné velikosti (dle poctu nanaSenych vzorkd).

2. Tuzkou si lehce nazna¢ime startovni linku (1,5 cm od spodniho okraje) a na tuto linku
oznacime mista pro nanaseni vzorkud (vzdalenost vzorkii musi byt min. 1 cm).

3. Pomoci mikrostiikacky naneseme na vyznacena mista 10 ul (v ptipadé malo
koncentrovanych vzorkl i vice) vzorku (extraktu). Vzorky nandsime postupné, v co
nejmensich kapkach, vzdy po zaschnuti pfedchozi kapky, abychom je nanesli na co
nejmensi plochu (primér nanesené kapky by mél byt max. 2 mm).

4. Tenkou vrstvu umistime do vyvijeci kolony, do které jsme nalili dostatecné mnozstvi

mobilni faze (mnoZstvi mobilni fdze musi byt takové, aby byla startovni ¢ara s nanesenymi

vzorky nad hladinou). Nechame vyvijet, dokud mobilni faze nedoputuje na konec tenké

VIStvy.

Tenkou vrstvu vyjmeme z vyvijeci kolony a nechame uschnout.

6. Tenkou vrstvu pouzijeme pro biologicky test pfitomnosti antimikrobidlnich latek nebo ji
ozafime ultrafialovym svétlem a vyfotografujeme.

e

Biologicky test pritomnosti antimikrobialnich latek:

Biologickym testem zjistime pfitomnost antimikrobialnich latek, ke kterym je citlivy
pouzity mikroorganismus (Bacillus subtilis). Vysledkem je vznik inhibi¢nich zén v mistech,
kde z tenké vrstvy difunduji do média antimikrobialni latky. Byl pouzit systém dvou vrstev
agaru, které poskytuje lepsi zaostieni inhibicnich zon pii nasledném odecitani.

1. Do ¢tvercové misky na vodorovné podlozce nalijeme 100 ml nutrient agaru a nechame
ztuhnout.

2. Na ztuhlou vrstvu nalijeme smés 100 ml horkého nutrient agaru a 2 ml suspenze
endospor Bacillus subtilis. Nechame ztuhnout.
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3. Na takto piipravenou misku s médiem piilozime tenkou vrstvu, ktera nebyla vystavena
ultrafialovému zéfeni. Tenkou vrstvu vyhladime tak, aby se na spodni strané netvofily
zadné bubliny.

4. Nechame 10 min. difundovat latky z tenké vrstvy do agaru.

5. Odstranime tenkou vrstvu, pfiklopime vickem a inkubujeme ptes noc piti 37 °C.

6. Druhy den odecitdme ptitomnost inhibi¢nich zon.

Analvza extrakti pomoci ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci
diodového pole a hmotnostni detekci (UHPLC-DAD-ToFMS) :

UHPLC analyzy (Ultra High-Performance Liquid Chromatography) byly provadény
na systému Acquity UPLC, Waters. Systém sestava z Acquity UPLC vysokotlakého cerpadla,
Acquity UPLC déavkovace vzorkl, Acquity UPLC kolonového termostatu, Acquity UPLC
DAD detektoru diodového pole (DAD) a hmotnostniho detektoru LCT Premier XE, Waters
s elektrosprejem (ESI) a ortogonalné usporfadanym analyzatorem doby letu (ToF, Waters
MS). Data byla zpracovana za pouziti programu MassLynx, verze 4.1, Waters
(http://www.waters.com/waters/en_US/MassLynx-MS-software/nav.htm?locale=en_US&cid
=513662).

Hmotnostni spektrometrie pracuje s délenim podle poméru hmotnosti a ndboje dané
latky (m/z). Obecné se ToFMS analyzator vyznacuje vysokou piesnosti hmoty, vysokym
rozliSenim a vysokou citlivosti. Program na zpracovani dat MassLynx nabizi aplikace vhodné
pro urceni elementarniho sloZeni analyzované latky, tzv. ,Elemental composition editor®.
Tento editor pouzivda CHNO algoritmus a urCuje elementdrni slozeni latky na principu
ptesnosti hmoty (odchylky naméfené od teoretické m/z v jednotkach ppm; A ppm) a ptesného
numerické srovnani teoretického a naméiené¢ho izotopického profilu dané slouceniny
(tzv. ,,i-FIT*).

pfiprava vzorku:
— chloroformovy extrakt (20 pl) byl nafedén metanolem v poméru 1 : 1
— vzorky byly centrifugovany 3 min. na stolni minicentrifuze (Microspin 24S, Sorvall) pfi
maximalni rychlosti
— 20 pl horni vrstvy bylo pieneseno do analytické vialky a nastavcem

chromatografické podminky:
— kolona Acquity UPLC BEH C18 (100 x 2,1 mm 1.d., 1,7 pum), Waters
— slozeni mobilni faze: (A) kyselina mravenci — voda 0,1:99,9 (v/v), (B) acetonitril
— prutokova rychlost mobilni faze: 0,4 ml/min.
— gradientova eluce (min/%A): 0/90, 12/40, 15/20, 16/20, 18/0, 20/90
— teplota kolony: 25 °C, teplota vzorkti: 10 °C; objem nastiiku: 1 ul

MS detekce:
— ionizace elektrosprejem v negativnim ionizacnim médu (ESI-)
— napéti na vstupnim kuzelu: 40 V, napéti na sprejové kapilare: —2500 V
teplota bloku iontového zdroje: 120 °C, teplota desolvatacniho plynu — dusiku: 350°C
— prutok desolvatacniho plynu: 800 1/h, pratok plynu na vstupnim kuzelu: 50 1/h
— W mdd, ¢as skenu: 0,1 s, ¢asova prodleva mezi skeny: 0,01 s
— specifické [M—H] ionty byly extrahovany s hmotnostnim oknem o $ifce 0,01 Da.
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Teoretické hodnoty analyzovanvch latek:

Asukamycin (Obr. 1):

sumarni vzorec: C;;H34N,O4

tR =12,3 min.

m/z (monoizotopickd) = 546,2366
m/z (monoizo; ES-) = 545,2288

Asukamycin s tetraenovym spodnim Fetézcem (,,asukamycin-tetraen*) (Obr. 24):
sumarni vzorec: Cs3H36N,O4

tR = 13,0 min.

m/z (monoizotopickd) = 572,2523

m/z (monoizo; ES-) = 571,2444
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4. Vysledky

4.1. Priprava mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A
asuC13-C14

Pomoci metod klasického klonovani byl sestrojen plasmid pPMQ (Obr. 16). Zakladem
plasmidu pPMQ se stal vektor pGM 160 (viz. kapitola 3.1.2). Do tohoto vektoru byla vlozena
cast sekvence z genového shluku asukamycinu obsahujici oblast gentt asuE3—C15 nesouci
v misté¢ genl asuCIl3—Cl4 tzv. ,in-frame* deleci (nedochazi k posunu ¢tecitho ramce ani
vytvoteni pred¢asného stop kodonu) (Obr. 16). Tato delecni genova kazeta byla nasledné
pomoci homologni rekombinace zafazena do chromozému mutantniho kmenu Streptomyces
nodosus ssp. asukaensis (asuCI3::apr’). Ten ma na chromozému v oblasti genu asuCl3
vloZeny gen pro apramycinovou rezistenci, jejiz vymizeni bylo pouzito jako ukazatel prob¢hlé
rekombinace (viz. kapitola 3.1.1). Na chromozému doslo k rekombinaci homolognich useki a
vznikl tak mutantni kmen Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—C14. Pti ristu na
MH médiu tento kmen nevykazoval zadnou produkei zlutych pigmentt.

4.1.1 1zolace plasmidu pMOQ06 a vytvoreni delece v oblasti genu asuC13—C14

Ziskanym vzorkem plasmidu pMQO6 (viz. kapitola 3.1.2) byly transformovény
kompetentni buiiky E. coli XL1-Blue (viz. kapitoly 3.1.1, 3.2.3). Transformované bunky byly
selektovany na LA médiu sampicilinem. Plasmid pMQO6 byl néasledné¢ izolovan
z transformovanych bunék pomoci komercné dodavané sady JETQUICK (viz. kapitola 3.2.1).
Kvalita a spravnost izolované plasmidové DNA byla ovéfena Stépenim kombinaci
restrik¢nich endonukleaz Hind Il — BamH I a naslednou gelovou elektroforézou (viz. kapitola
3.2.2). Velikost nastépenych fragmenti na gelové elektroforéze byla porovnavana
s pfedpokladanou velikosti vypoctenou z genové mapy plasmidu, kterda byla obdrzena
spolecn¢ s plasmidem. U ziskaného plasmidu pMQO6 byla zméfena koncentrace DNA
(viz. kapitola 3.2.2) a byl pouzit k dalsi praci.

Plasmid pMQO6 (I pg DNA) byl Stépen kombinaci restrikénich endonukledz
Afe 1 — Not 1. Po §tépeni byl zatupen piesahujici konec (Not I) ptisobenim Klenow fragmentu
(viz. kapitola 3.2.2). Takto upravend smés byla nésledné ligovana (viz. kapitola 3.2.2) (Obr.
16). Liga¢ni smési byly transformovany kompetentni bunky E. coli XL1-Blue (viz. kapitola
3.2.3). Transformované¢ buiikky byly selektovany na LA médiu s ampicilinem. Vznikly
plasmid s ,in-frame* deleci, oznaceny jako pMQO6-del (Obr. 16), byl izolovan
z transformovanych bunék pomoci ,boiling* lyze (viz. kapitola 3.2.1). Kvalita a spravnost
izolovaného plasmidu byla ovéiena §tépenim riiznymi kombinacemi restrikénich endonukleaz
(Hind 1l — BamH 1, Hind 11l — Not 1 a BamH 1 — Not 1) a néslednou gelovou elektroforézou
(viz. kapitola 3.2.2). U ziskaného plasmidu pMQO06-del se spravnou velikosti nastépenych
fragmentl byla zmétfena koncentrace DNA (viz. kapitola 3.2.2) a byl pouzit k dalsi praci.

4.1.2 Priprava plasmidu pPMQ

Plasmid pMQO06-del (1 ng DNA) a vektor pGM160 (1 pg DNA) (viz. kapitola 3.1.2)
byly stépeny kombinaci restrikénich endonukledz Hind III — BamH 1. Tyto restrikéni smési
byly naneseny na gelovou elektroforézu a z gelu byly izolovany DNA fragmenty o velikosti
asi 2800 bp v ptipadé pMQO6-del a asi 6140 bp v ptipadé¢ pGM160 (viz. kapitola 3.2.2).
Fragmenty byly spoleéné ligovany (viz. kapitola 3.2.2) (Obr. 16). Ligacni smési byly
transformovany kompetentni buiikky E. coli XL1-Blue (viz. kapitola 3.2.3). Transformované
bunky byly selektovany na LA médiu s ampicilinem. Vznikly plasmid, oznaceny jako pPMQ
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(Obr. 16) byl izolovan pomoci ,boiling” lyze (viz. kapitola 3.2.1). Kvalita a spravnost
izolovaného plasmidu byla ovéfena §tépenim riznymi kombinacemi restrikénich endonukleaz
(Hind 111 — Nco 1, Hind 1II — Not 1, BamH 1 — Not 1) a naslednou gelovou elektroforézou (viz.
kapitola 3.2.2). Plasmid se spravnou velikosti nastépenych fragmentt byl transformovan do E.
coli GM2929 (viz. kapitoly 3.1.1 a 3.2.3). Transformované buiiky byly selektovany na LA
médiu s ampicilinem. Plasmid pPMQ byl izolovan pomoci komeréné¢ dodavané sady
JETQUICK (viz. kapitola 3.2.1). Kvalita a spravnost izolovaného plasmidu byla ovéfena
Stépenim riznymi kombinacemi restrikénich endonukledz (Hind 111 — Nco 1, Hind 111 — Not 1,
BamH 1 — Not I) a néslednou gelovou elektroforézou (viz. kapitola 3.2.2). Plasmid se
spravnou velikosti nastépenych fragmentt byl pouzit k transformaci protoplastli Streptomyces
nodosus ssp. asukaensis (asuC13 ::apr").

A

RS 5 \
159 bp

Stépeni Afe I — Not 1
zatupeni koncti DNA
ligace pMQUﬁ—dﬂl

Hind I

asuC12_
asuC11

vlozeni fragmentu BamH 1 — Hind 111
do pGM 160 (stépeného BamH 1 — Hind I1I)

Obr. 16: Priprava plasmidu pPMQ. (A) provedeni ,,in-frame* delece Afe I — Not 1 na plasmidu pMQO06, vznik
plasmidu pMQO6-del. (B) pfenos ,,in-frame* delece a okolni sekvence do vektoru pGM160, vznik plasmidu
pPMQ.
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4.1.3 Homologni rekombinace ve Streptomyces nodosus ssp. asukaensis
(asuCl3 ::aprd)

Z kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis (asuClI3::apr®) (viz. kapitola 3.1.1)
byly pfipraveny protoplasty. Ty byly transformovany plasmidem pPMQ (Obr. 16)
izolovanym z E. coli GM2929 (viz. kapitola 4.1.2). Transformované buiky byly selektovany
na R5 médiu, které bylo pielito roztokem thiostreptonu (viz. kapitola 3.2.3). Pfitomnost
plasmidu pPMQ byla ovéfena zpétnou izolaci plasmidové DNA pomoci metody alkalické
lyze a fenolové precipitace (viz. kapitola 3.2.1). Kvalita a spravnost izolovaného plasmidu
byla ovéiena Stépenim riznymi kombinacemi restrikénich endonukleaz (Hind III — Nco 1,
Hind 1II — Not 1, BamH 1 — Not 1) a naslednou gelovou elektroforézou (viz. kapitola 3.2.2).
Transformované buiiky nesouci spravny plasmid byly pouzity pro ptipravu mutantniho kmenu
Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—CI14 pomoci homologni rekombinace
(viz. kapitola 3.2.4) (Obr. 17). Celkem byly vyselektovany dva apramycin-senzitivni kmeny.
U nich byla ovéfena spravnost prob¢hlé rekombinace pomoci hybridizace s DNA
neradioaktivné€ znacenou probou, PCR reakce a naslednou sekvenaci PCR produktu.

Mof |

Soh |
Ml | Ml | Afe |

asuci12

Nt | asuC11 \ Al Mo |

aac(INV

_
asuci11
BarH | asuCIZ oy | Sph |

Obr. 17: Schéma homologni rekombinace prob&hlé ve Streptomyces nodosus ssp. asukaensis (asuC13 :apr") za
pomoci plasmidu pPMQ. Horni sekvence ukazuje biosynteticky shluk asukamycinu v oblasti gend
asuMI—asuD3 v chromozému mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis (asuC13 ::apr"), spodni
sekvence ukazuje plasmid pPMQ. (A) oznacuje dva homologni rekombinujici useky. (B) oznacuje oblast mezi
rekombinujicimi useky, kterd bude z chromozému homologni rekombinaci deletovana.

4.1.4 Ovéreni spravnosti probéhlé homologni rekombinace

Plasmid pMQO6 (1 pg DNA) a vektor pTZ19R (viz. kapitola 3.1.2) byly Stépeny
kombinaci restrikénich endonukleaz Sph 1 — Sac 1. Tyto restrikéni smési byly naneseny na
gelovou elektroforézu a z gelu byly izolovany DNA fragmenty o velikosti 430 bp v ptipade
pMQO6 a asi 2800 bp v piipadé pTZI19R (viz. kapitola 3.2.2). Fragmenty byly spolecné
ligovany (viz. kapitola 3.2.2) (Obr. 18). Ligacni smési byly transformovany kompetentni
bunky E. coli XL1-Blue (viz. kapitola 3.2.3). Transformované buniky byly selektovany na LA
médiu s ampicilinem, X-gal a IPTG. Byly vybrany kolonie nesouci rekombinantni plasmid
(bil¢). Z nich byla izolovana plasmidovda DNA pomoci ,,boiling lyze (viz. kapitola 3.2.1).
Izolovana plasmidovd DNA byla zakoncentrovana do celkového objemu 8 pl pomoci metody
srazeni etanolem (viz. kapitola 3.2.2). Koncentrovand plasmidovda DNA byla Stépena
kombinaci restrikcnich endonukledz Sph I — Sac 1. Tato restrikéni smés byla nanesena na
gelovou elektroforézu a zgelu byl izolovin DNA fragment o velikosti 430 bp
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(viz. kapitola 3.2.2) (Obr. 18). Tento izolovany fragment byl pouzit pro pifipravu DNA
neradioaktivné znacené proby (viz. kapitola 3.2.2).

Ze dvou vyselektovanych apramycin-senzitivnich kmenii a z ptivodniho mutantniho
kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis (asuC13::apr™) byla izolovana chromozomalni
DNA (viz. kapitola 3.2.1). Chromozomalni DNA (3 pg DNA) ze dvou vyselektovanych
apramycin-senzitivnich kment, mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis
(asuC13::apr®) a divokého kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis (viz. kapitola 3.1.3)
byly nasledné nastépeny kombinaci restrikénich endonukledz Sph 1 — Mlu 1. Tyto restrikéni
smési byly naneseny na gelovou elektroforézu a nasledné pfeneseny na nylonovou membranu
metodou ,,Southern blotting™ (viz. kapitola 3.2.2). Membrana byla hybridizovana
s vytvofenou DNA neradioaktivné znaCenou probou (Obr. 18, 19) (viz. kapitola 3.2.2).
Vysledek hybridizace ukazal vyznamné rozdily sekvence chromozomalni DNA v oblasti genti
asuCl13—-C14 mezi jednotlivymi kmeny. Velikost oznaCenych fragmenti u chromozomalni
DNA divokého kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis se shodovala s
teoretickou velikosti vypoctenou podle genové mapy. Stejné tak se shodovala velikost
oznacenych fragmentd u DNA izolované z mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp.
asukaensis (asuCI3 ::apr’) a ze dvou vyselektovanych apramycin-senzitivnich kmeni. U
obou pfipravenych apramycin-senzitivnich kmenii byla velikost oznacenych DNA fragmentii
stejnd (Obr. 19). K ptesnéjSimu ovéreni spravnosti probéhlé rekombinace byl pouzit pouze
pfipraveny apramycin-senzitivni kmen ¢islo jedna.

sac| Samy,

?MQUE b
159 bp asuC12\ )/

12eg

pTZ19R

s

2863 bp

Stépeni Sph 1 — Sac 1 A
ligace

1288

-

430 bp

Stépeni Sph I — Sac 1

Obr. 18: Piiprava DNA fragmentu pro neradioaktivné znacenou DNA probu. (A) zaklonovani DNA fragmentu
Sph 1 — Sac 1 do pTZ19R Sstépené¢ho Sph 1 — Sac 1, (B) vystépeni fragmentu Sph 1 — Sac 1 pro piipravu
neradioaktivné znac¢ené DNA proby.
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Obr. 19: Ovéfeni spravnosti prob¢hlé homologni rekombinace pomoci DNA hybridizace. (A) tusek
biosyntetického shluku asukamycinu v oblasti gend asuE3—asuR5 v chromozému divokého kmenu Streptomyces
nodosus ssp. asukaensis, (B) stejny usek v chromozomu mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp.
asukaensis (asuCl13 ::apr®), (C) stejny tsek DNA v chromozému piipraveného mutantniho kmenu Streptomyces
nodosus ssp. asukaensis A asuCI13—CI4 (apramycin-senzitivni kmen 1 a 2). Cervené je oznadena sekvence
neradioaktivné znacené DNA proby pouzité pro DNA hybridizaci. Modfe je oznafen gen aac(3)IV zajistujici
apramycinovou rezistenci. Zelené jsou oznaceny piedpokladané fragmenty oznacené neradioaktivné znacenou
DNA prébou pii DNA hybridizaci pti $t€peni dané chromozomalni DNA kombinaci restrikénich endonukledz
Sph 1— Mlu 1. (D) vysledek DNA hybridizace s neradioaktivné zna¢enou probou.
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Chromozomalni DNA pfipraveného apramycin-senzitivniho kmenu Ccislo jedna a
divokého kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis byly pouzity jako templaty pro PCR
reakce s pouzitou kombinaci oligonukleotidi A31-F1 a LCAFACAL (viz. kapitoly 3.1.6,
3.2.2). 5 ul od obou PCR produkti bylo naneseno na gelovou elektroforézu (viz. kapitola
3.2.2). Velikost produktu PCR reakce, jejimz templatem byla chromozomalni DNA divokého
kmenu byla asi 4700 bp. V ptipadé PCR reakce jejimz templatem byla chromozomélni DNA
pripraveného mutantniho apramycinin-senzitivniho kmenu byla velikost produktu asi 3200
bp. V obou piipadech se velikost shodovala s teoretickou velikosti vypocitanou podle genové
mapy (Obr. 20).

Zbytek produktu PCR reakce schromozomélni DNA pfipraveného apramycin-
senzitivniho kmenu byl zpracovan jako vzorek pro sekvenaci DNA a osekvenovan za pouziti
oligonukleotidi LCFACAL a A31-F1 (viz. kapitola 3.2.2). Ziskana sekvence PCR produktu
zcela odpovidala teoretické sekvenci podle genové mapy (Obr. 21).

A LCFACAL A31-F1

o [ < oy e ]

T T —

asuCiz

B LCFACAL A31-F1 //agtCﬁ

1 PCR produkt reakce, kde byla jako templatova DNA pouzita
chromozomalni DNA divokého kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis
pouzité oligonukleotidy: A31-F1 a LCFACAL

2 PCR produkt reakce, kde byla jako templatova DNA pouzita
chromozomalni DNA pfipravené¢ho apramycin-senzitivniho kmenu 1
pouzité oligonukleotidy: A31-F1 a LCFACAL

Obr. 20: Ovéfeni spravnosti prob€hlé homologni rekombinace pomoci PCR reakce. Zelené jsou oznaceny
ptedpokladané produkty PCR reakce. (A) usek biosyntetického shluku asukamycinu v oblasti gent
asuD2—asuCl1 v chromozomu divokého kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis. Umisténi pouzitych
oligonukleotidi pro PCR reakci. (B) stejny tisek DNA predpokladany v chromozému piipraveného mutantniho
kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13-C14. Umisténi pouzitych oligonukleotidi pro PCR
reakci. (C) produkty PCR reakce nanesené na agar6zovou elektroforézu.
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Obr. 21: Ovéfeni spravnosti probchlé homologni rekombinace sekvenaci PCR produktu. Je zobrazen
predpokladany vznikly Gsek biosyntetického shluku asukamycinu v oblasti genti asuD2—asuC11 v chromozému
pfipraveného mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—Cl14. Zelené jsou oznaceny
sekvence produktil sekvenacni reakce pti pouziti oligonukleotidd LCAFACAL a A31-F1, jejich velikost a pfesné
umisténi téchto sekvenci v genové mape.

4.2 Komplementace delece genii asuCI13-C14 a analyza produkovanych
sekundarnich metabolitu

U pfipraveného mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis
A asuC13-C14 byla provedena komplementace delece vlozenim plasmidd, které nesou geny
C13-Cl4, popt. pouze gen C13 (spolecné s geny pro ACP proteiny) z piirodnich producenta
asukamycinu, colabomycinu E a manumycinu A. Tyto geny byly vlozeny do
streptomycetového vektoru plJ622 s vlozenym ermE* konstitutivnim promotorem (viz.
kapitola 3.1.2). Mutantni kmen transformovany samotnym vektorem plJ622 byl pouzit jako
negativni kontrola. Z transformovanych kment byly izolovany sekundarni metabolity
metodou etylacetat/chloroformové extrakce a tyto extrakty byly dale podrobeny TLC a
HPLC-DAD-ToFMS analyze. Béhem analyz byla zkoumana pfitomnost asukamycinu a
predikované nové vznikajici latky, kterou je asukamycin s delSim, tetraenovym
(osmiuhlikovym) spodnim fetézcem (,,asukamycin-tetraen‘) (Obr. 24).

4.2.1 Transformace mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—
C14 sadou plasmidu pro komplementaci delece

Z pripraveného mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—
C14 (apramycin-senzitivni kmen jedna) byly pfipraveny protoplasty. Ty byly transformovany
plasmidy pASU-ASU, pCOL-COL, pASU-COL, pCOL-ASU, pASU(kan"), pCOL(apr®),
pPMAN-MAN a plJ622 (viz. kapitola 3.1.2). Transformované buiiky byly selektovany na RS
médiu, které bylo pfelito roztokem thiostreptonu (viz. kapitola 3.2.3). Pfitomnost plasmida
byla ovéfena zpétnou izolaci plasmidové DNA pomoci metody alkalické lyze a fenolové
precipitace (viz. kapitola 3.2.1). Kvalita a spradvnost izolovanych plasmidi byla ovéfena
Stépenim restrikénimi endonukleazami v misté vlozeni kazety genti do vektoru plJ622
(EcoR 1 — Bgl 11 nebo Bgl II) (viz. kapitola 3.1.2) a naslednou gelovou elektroforézou (viz.
kapitola 3.2.2). Buiiky transformované plasmidy pASU-ASU, pCOL-COL, pASU-COL,
pCOL-ASU a pMAN-MAN vykazovaly pii preockovani na MH médium vyraznou produkci
zlutych pigmentt (Obr. 22). Transformované buiiky nesouci spravny plasmid byly pouzity
pro extrakci sekundarnich metaboliti.
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Obr. 22: Mutantni kmen Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—Cl4 transformovany plasmidy
pASU-ASU, pCOL-COL, pASU-COL, pCOL-ASU, pASU(kan®), pCOL(apr®) a plJ622 na MH médiu
s thiostreptonem ve fazi vzdusného mycelia tésné pred produkci exospor. Produkce zlutych pigmentt u kment
nesoucich plasmid pASU-ASU, pCOL-COL, pASU-COL, pCOL-ASU a pMAN-MAN.

4.2.2 Extrakce a analyza sekundarnich metabolitii v transformovanvch bunikach

U kment Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuCI13—-C14 transformovanych
plasmidy pASU-ASU, pCOL-COL, pASU-COL, pCOL-ASU, pASU(kan®), pCOL(apr®),
PMAN-MAN a plJ622 (viz. kapitola 3.1.2) byla provedena etylacetat/chloroformova extrakce
sekundarnich metabolitd (viz. kapitola 3.2.5). Extrakty byly pojmenovany podle plasmidu,
kterym byl transformovan mutantni kmen (ASU-ASU, COL-COL, ASU-COL, COL-ASU,
ASU(kan®), COL(apr®), MAN-MAN a 1J622). Celkem byly ze vzorki ziskany extrakty o
hmotnostech v rozmezi 12,543 mg (Obr. 23). Ty byly dale pouzity k analyze pomoci
chromatografie na tenké vrstvé (TLC).

K TLC analyze (viz. kapitola 3.2.5) bylo pouzito 10 ul extraktu ASU-ASU, COL-
COL, COL-ASU, ASU(kan®™), COL(apr®), MAN-MAN a 1J622. Extraktu ASU-COL bylo
pouzito 50 ul. TLC byla provedena ve dvou stejnych kopiich. Jedna byla pouzita pro detekci
sekundéarnich metabolitli pod ultrafialovym svétlem a druhd pro biologicky test pritomnosti
antimikrobialnich latek (viz. kapitola 3.2.5). Pti ozafeni tenké vrstvy ultrafialovym svétlem se
ukézala v drahach vzorkl jedna az dvé vyrazné tmavé skvrny (viz. kapitola 3.2.5). Tmavé
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skvrny lezici v predpokladané pozici manumycinovych antibiotik se objevily u extraktd ASU-
ASU, COL-COL, COL-ASU a MAN-MAN. U extraktu ASU-COL se objevila
pobliz ptedpokladané pozice manumycinovych antibiotik nejasnd tmava skvrna (Obr. 23). Na
biologickém testu se vytvorily u jednotlivych vzorkll jedno az dvé mista se silnou inhibici
rustu bakterie Bacillus subtilis (viz. kapitola 3.2.5). Inhibi¢ni zény ristu lezici
v pfedpokladané pozici manumycinovych antibiotik se objevily u extraktd ASU-ASU,
COL-COL, COL-ASU a MAN-MAN (Obr. 23). Extrakty ASU-ASU, COL-COL, ASU-COL,
COL-ASU, MAN-MAN a ASU(kan®) byly dale podrobeny UHPLC-DAD-ToFMS analyze.

Pti HPLC-DAD analyze (viz. kapitola 3.2.5) byl detekovan vyrazny pik v Case
predpokladané eluce asukamycinu u extrakti ASU-ASU, COL-COL, ASU-COL, COL-ASU
a MAN-MAN (Obr. 25). Vyrazny pik v Case piredpokladané eluce asukamycinu s tetraenovym
spodnim fetézcem (,,asukamycin-tetraenu®) (Obr. 24) byl detekovan u extraktu COL-COL
(Obr. 25). U extraktu ASU(kan®) nebyl detekovan ani jeden z t&chto pikil. Extrakty ASU-
ASU, COL-COL, ASU-COL, COL-ASU, MAN-MAN a ASU(kan®) byly dale podrobeny
HPLC-ToFMS analyze (viz. kapitola 3.2.5). Asukamycin byl detekovan ve vzorcich s
charakteristickymi MS spektry o m/z 545,2268 (v negativnim ionizaénim moddu, ESI-), coz
odpovida elementdrnimu slozeni C3;H34N,>0O7 s chybou hmoty A = —3,7 ppm (ESI-) a chybou
i-FIT(norm) = 0,2 (ESI-). ,,Asukamycin-tetraen* (Obr. 24) byl detekovan ve vzorcich s
charakteristickymi MS spektry o m/z 571,2421 (v ESI-), coz odpovida elementarnimu slozeni
Cs3H36N207 s chybou hmoty A = —4,0 ppm (ESI-) a chybou i-FIT(norm) = 0,3 (ESI-).
Ptitomnost asukamycinu byla HPLC-ToFMS analyzou prokézana v extraktech ASU-ASU,
COL-COL, ASU-COL, COL-ASU a MAN-MAN (Obr. 26). Pritomnost ,,asukamycin-
tetraenu“ byla prokazana v extraktech COL-COL a ASU-COL (Obr. 26). Koncentrace
asukamycinu (dle vysledki HPLC-DAD a HPLC-ToFMS) byla v téchto extraktech vzdy
podstatné vyssi, nez koncentrace ,,asukamycin-tetraenu* (Obr. 25, Tab. 1).

C Extrakt Hmotnost
ASU-ASU 43 mg
COL-COL 40,2 mg
ASU-COL 19,9 mg
COL-ASU 41 mg
ASU(kan®) 13,1 mg
COL(apr®) 15,2 mg
MAN-MAN 21,8 mg
1J622 12,5 mg
1 ASU-ASU
2 COL-COL
3 ASU-COL
4 COL-ASU
5 MAN-MAN
6 ASU(kan®)
7 COL(apr®)
817622

12345678 12345678

Obr. 23: TLC analyza a nasledny biologicky test pfitomnosti biologicky aktivnich latek. (A) tenkd vrstva ozafena
ultrafialovym svétlem (vinova délka 254 nm). (B) biologicky test piitomnosti biologicky aktivnich latek. Cisla
vyjadiuji naneseny extrakt v dané draze. Cervena $ipka ukazuje predpokladané misto vyskytu manumycinovych
antibiotik na tenké vrstvé, modra Sipka ukazuje misto vyskytu thiostreptonu (piidaného do média pfti kultivaci)
na tenké vrstve. (C) hmotnost ziskanych extrakti.
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»Asukamycin-tetraen“ (C;3H36N,07)

o]

Obr. 24: Predpokladana struktura nové piipraveného manumycinového antibiotika ,,asukamycin-tetraenu a jeho
sumarni vzorec.

3: Diode Array
320 20.00Da
E Range: 8.817e+1
ASU-ASU 5%+ |
LK o L B e L I e ""I""I""ﬁma
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
3: Diode Array
_ 320 20.000a
5_03.1_W Range: 8.924e-1
ASU-COL o'u:""l""l""l""|'"'|""|J'"L"J'nL'|""Mw"wﬁf}ﬁ*f}'}ph—"Ml““l““Tlma
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
3: Diode Array
320 20.00Da
5.08413 J Range: 8.764e+1
COL-ASU ouu_""l"k""l''f\'-'l'"'l'l""l""l""I""I""I""I""I""I""""I""I""‘I'irIlla
2.00 4.00 6.00 8.00 10,00 12,00 14,00
3: Diode Array
320 20.00Da
£ Range: B.761
O e S I B I ""I""I""Tima
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
3: Diode Array
320 20.00Da
1.0e+1 Range: 1.191e+1
MAN-MAN _ ] _
0.0 -t f Emam T T T T T T T T T T Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
3: Diode Array
320 20.00Da
a' """""""'""I""I""I""I""I""I""I""""I""I""T“.Ills
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

Obr. 25: Vysledek HPLC-DAD analyzy extrakti ASU-ASU, ASU-COL, COL-ASU, COL-COL, MAN-MAN a
ASU(kan®). Osa X ukazuje retenéni ¢as (tR), osa Y ukazuje absorbanci zachycenou detektorem diodového pole
(DAD) pii vlnové délce 320 nm. Cervené je oznaden teoreticky retenéni ¢as asukamycinu, modie je oznaden
teoreticky retenéni Cas ,,asukamycin-tetraenu®.
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Obr. 26: Pokracovani a popis na dalSi strané
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Obr. 26: Vysledky UHPLC-ToFMS analyzy extraktt ASU-ASU, COL-COL, ASU-COL, COL-ASU, MAN-
MAN a ASU(kan"). Prvni graf vzdy ukazuje detekci latek odpovidajici hmoté asukamycinu, druhy
»asukamycin-tetraenu®. Osa X ukazuje retencni ¢as (tR), osa Y ukazuje intenzitu detekce latky o dané hmoté
(545,229 u asukamycinu, 571,244 u asukamycin-tetraenu®) hmotnostnim detektorem. Specifické [M—H] ionty
nalezici dvéma sledovanym analytim byly extrahovany s hmotnostnim oknem o $ifce 0,01 Da. Cervend je
oznaceno zaostfeni oblasti piku asukamycinu a ,,asukamycin-tetraenu“ v extraktu COL-COL, demonstrujici
pritomnost latek ve vzorku a jejich piislusna MS spektra.
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intenzita piku

Extrakt Iv)
asukamycin sasukamycin-tetraen*

ASU-ASU 3460 0
COL-COL 2970 427
ASU-COL 285 25
COL-ASU 5203 0
MAN-MAN 2310 0
ASU(kan®) 0 0

Tab. 1: Pfitomnost asukamycinu a ,,asukamycin-tetraenu® dle HPLC-ToFMS v extraktech. Hodnoty oznacuji
nameétenou intenzitu pikti v MS v jednotkach IU (,,Intensity Units®).
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5. Diskuze

Délka polyketidovych fetézci je jednim z hlavnich faktort, ktery ovliviiuje celkovou
strukturu polyketidovych latek a tim také napf. jejich potencidlné vyuzitelné biologické
ucinky. V minulosti byly jiz pomémé dobie popsany faktory ovliviigjici délku
syntetizovaného fetézce u velkého mnozstvi aromatickych bakteridlnich polyketidi, jakymi
jsou napft. actinorhodin ¢i tetracenomycin. Tyto latky jsou, stejné jako polyketidové fetézce
manumycinovych antibiotik, syntetizovany iterativni PKS II a délka jejich fetézcii byla
prozatim popsdna v rozmezi hexaketidu (béhem jejich biosyntézy probéhne celkem 6
kondenzaci malonyl-CoA) az pentadekaketidu (patnact kondenzaci). Jako faktor zodpovédny
za délku tetézce byl u téchto latek oznaen CLF protein, ktery tvoii béhem jejich biosyntézy
heterodimer s fukéni B-ketoacylsyntdzou typu I/IT (KS I/II). V ptipadé manumycinovych
antibiotik, které maji vyrazné krat$i polyketidové fetézce (diketid az tetraketid), prozatim
nebyl objeven zadny mechanismus regulujici délku jejich fetézcl. Pi analyze biosyntetického
shluku asukamycinu byl popséan gen asuC14, jehoz produkt se v mnoha ohledech podoba CLF
a KS aromatickych bakterialnich polyketidi (Rui ez al. 2010). Geny homologni s asuC14 byly
objeveny také v biosyntetickém shluku colabomycinu E a manumycinu A (Petficek et al. —
nepublikovana data). Vznikl tedy ptedpoklad, ze pravé produkty gent asu/col/manCli4 by
mohly byt faktory zodpovédné za regulaci délky spodnich polyketidovych fetézcii u
manumycinovych antibiotik. V tomto pfipadé by se jednalo o zcela novou rodinu dosud
nepopsanych CLF.

Cilem této diplomové prace bylo potvrdit tuto ulohu genu C/4 v biosyntéze
manumycinovych antibiotik a pfipadné vyuzit funkce produkti téchto genti k vytvoreni
nového manumycinového antibiotika, které se od asukamycinu li§i délkou spodniho fetézce
(,,asukamycin-tetraenu®). Vysledky byly porovnavany s dalsi, prozatim nedokoncéenou praci,
ve které byla zkoumana produkce manumycinovych antibiotik pfipravenym ,,in-frame*
mutantem producenta colabomycinu E Streptomyces SOK1/5-4 A colC11-Cl14, ktery byl
nasledné transformovan stejnymi plasmidy jako mutantni kmen pfipraveny v této diplomové
praci (Petficek et al. — nepublikovana data).

Pro zkoumani funkce genll asu/col/manCi4 byl vytvofen pomoci homologni
rekombinace mutantni kmen Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—Cl4, ktery
nese ,,in-frame* deleci v oblasti genti asuC13—C14 v biosyntetickém shluku asukamycinu na
bakterialnim chromozému. Provedeni ,,in-frame*“ delece bylo zvoleno z divodu
predpokladaného uspotadani genit asuCi3 a CI4 do jedné transkripcni jednotky spolecné
s dalsSimi geny, jejichz funkce takto nebyla narusena a nedoSlo ke zkresleni vysledkd.
Vytvofeny mutant nevykazoval pifi rGistu na MH médiu narozdil od divokého kmenu
Streptomyces nodosus ssp. asukaensis produkci zlutych pigmenta. Lze tedy piredpokladat, ze
u n¢ho nedochazelo k produkci zddného manumycinového antibiotika. To je v souladu
s pfedchozimi vysledky, kdy bylo ukazano, ze pfitomnost genu asuC13, ktery koduje KS I/11,
je esencialni pro biosyntézu asukamycinu (Rui et al. 2010).

Delece genti asuCl3 a Cl4 byla nasledné¢ komplementovdna pomoci plasmidi
nesoucich geny pro ACP proteiny (C// a C12) a geny C13 a CIl4 z ptirodnich producentl
asukamycinu, colabomycinu E a manumycinu A. Tyto geny byly konstitutivné transkribovany
za pomoci silného ermE* promotoru na plasmidech odvozenych od plJ622. Pfipraveny
mutantni kmen Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuCIl3—Cl4 transformovany
plasmidem plJ622 byl pouzit jako negativni kontrola. Tento kmen nevykazoval produkci
zlutych pigmentd na MH médiu, ani u né¢ho nebyla prokazana produkce manumycinovych
antibiotik pomoci TLC analyzy. Tim bylo potvrzeno, Ze mutantni kmen neprodukuje Zadné
zluté pigmenty, ani v piipad¢, kdy nese plasmid plJ622.
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U pfipravené¢ho mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—
C14, ktery byl transformovan plasmidem pASU-ASU doslo podle naSich ocekdvani k
obnoveni produkce asukamycinu. Plasmid nesl kompletni sadu genti pro ACP a geny asuC13
a Cl4 pouze z ptirodniho producenta asukamycinu. Geny nesené¢ na plasmidu byly tedy
v pfipraveném mutantnim kmenu v potadku exprimovany a potvrdila se funk¢nost celého
navrzené¢ho systému. Vysledek potvrzujici funkénost navrzeného systému byl pozorovéan i u
mutantniho kmenu Streptomyces SOK1/5-4 A colC11-C14, ktery byl transformovan
plasmidem pCOL-COL (odpovida pASU-ASU u producenta asukamycinu). Zde také doslo ke
komplementaci mutace a v extraktu byla detekovana piitomnost colabomycinu E, jako
jediného manumycinového antibiotika (Petficek ef al. — nepublikovana data).

Obnoveni produkce asukamycinu bylo prokazano také u pfipraveného mutantniho
kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—C14 transformovaného plasmidem
pMAN-MAN. V tomto ptipad¢ plasmid nesl geny pro ACP proteiny a geny manC13 a Cl4
pouze z pfirodniho producenta manumycinu A, ktery ma identickou struktutu spodniho
polyketidového fetézce jako asukamycin. Oba biosyntetické operony jsou tedy dle
pfedpokladu navziajem funkéné zaménitelné. V obou ptipadech produkty téchto gent
vyuzivaji pro biosyntézu stejnou startovaci jednotku (aktivovanou 3,4-AHBA) 1 stejné
prodluzovaci jednotky (malonyl-CoA). Jelikoz jedinym produkovanym manumycinovym
antibiotikem byl asukamycin, bylo expresi geni manCIl3 a manCIl4 v ptipraveném
mutantnim kmenu ovéfeno, ze se produkty genit C/3 a C14 nepodileji Zddnym zplisobem na
biosyntéze horniho fetézce, kterym se navzdjem manumycin A a asukamycin odliSuji. To je
v souladu s pfedchozi praci (Rui et al. 2010).

U pfipraven¢ho mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—
CI4 transformovaného plasmidem pASU(kan®) nebyla detekovéna produkce zadného
manumycinového antibiotika. Plasmid nesl stejn¢ jako pASU-ASU geny pro ACP proteiny a
pro KS I/II (asuC13) z ptirodniho producenta asukamycinu. Postradal vSak zcela gen asuC14
pro potencialni CLF. Timto vysledkem bylo potvrzeno, ze produkt genu asuCI4 je pro
biosyntézu asukamycinu v jeho producentovi Streptomyces nodosus ssp. asukaensis
esencialni stejné jako gen asuClI3 (Rui et al. 2010). U mutantniho kmenu Streptomyces
nodosus ssp. asukaensis A asuCI13—C14 transformovaného plasmidem pCOL(apr") taktéz
nebyla prokdzéana produkce zddného manumycinového antibiotika, coz potvrzuje zaveér, ze téz
pfitomnost genu C/4 je pro produkci manumycinovych antibiotik esencidlni. Produkty genti
CI13 (KS I/Il) a Ci14 (potencidlni CLF) tvofi béhem biosyntézy spodniho polyketidového
fetézce s nejveétsi pravdépodobnosti podobny funkéni heterodimer KS/CLF, jaky byl popsan u
bakterialnich aromatickych polyketida (Keatinge-Clay et al. 2004).

U pfipravené¢ho mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—
C14 transformovaného plasmidem pCOL-ASU byla detekovéna produkce asukamycinu, jako
jediného manumycinového antibiotika. Plasmid pCOL-ASU nesl geny pro ACP a gen col/C13
z producenta colabomycinu E a gen asuC14 z producenta asukamycinu. Timto vysledkem
bylo prokéazano, ze gen colC13 (KS I/Il), pfestoze se evidentné zapojil do biosyntézy, neni
samostatné schopen ménit délku spodniho polyketidového fetézce asukamycinu a neni tedy
faktorem regulujicim délku fetézce. Vysledek dale naznacuje, ze produkt genu colCl3 je
patrné schopen spolecné s produktem asuC14 v producentovi asukamycinu vytvorit funkéni
heterodimer, ptestoze se u colC13 jedna o KS syntetizujici standardné delsi polyketidovy
fetézec. To je v souladu s dosud publikovanymi pracemi, ve kterych byla u bakteridlnich
aromatickych polyketidd nékolikrat uspéSné zaménéna puvodni KS /Il za KS zjiného
producenta (McDaniel et al. 1993, Burson & Khosla 2000) a také s praci provadénou
paraleln¢ u mutanta Streptomyces SOK1/5-4 A colC11-CI4. U ného byla po transformaci
plasmidem pASU-COL (odpovidd pCOL-ASU u producenta asukamycinu) detekovana
produkce colabomycinu E, jako jediného manumycinového antibiotika. Detekované mnoZzstvi
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produkovaného colabomycinu E bylo vSak znatelné mensi nez u ostatnich mutantnich kmena
(Petticek et al. — nepublikovana data).

U pfipravené¢ho mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—
C14, transformovaného plasmidem pCOL-COL, byla prokdzana produkce asukamycinu a
dalsiho manumycinového antibiotika, kter¢ podle HPLC-ToFMS analyzy odpovida
asukamycinu s delSim tetraenovym spodnim fetézcem (,,asukamycin-tetraen®). Plasmid
pCOL-COL nesl geny pro ACP proteiny a geny colC13 a Cl14 pouze z piirodniho producenta
colabomycinu E. Jednalo se tedy o stejné geny jako na plasmidu pCOL-ASU, pouze se
zaménou genu asuCl4 za colC14. Jelikoz narozdil od kmenu transformovaného plasmidem
pCOL-ASU byla u tohoto kmenu prokazana produkce ,,asukamycin-tetraenu®, bylo tak
oveéfeno, ze na regulaci délky spodniho fetézce manumycinovych antibiotik se podili produkt
genu colCl4. Nové ziskany ,,asukamycin-tetraen odpovida podle vysledku ToFMS analyzy
nami piedpokladané struktufe hybridniho manumycinu v délce spodniho fetézce. To opét
potvrzuje, ze geny asuC14 a colC14 se nijak nepodileji na biosyntéze horniho polyketidového
fetézce. Zachovand produkce asukamycinu byla u tohoto kmenu podstatné vyssi, nez
produkce ,,asukamycin-tetraecnu®. Tento vysledek se upln¢ neshoduje s praci provadénou
paraleln¢ u Streptomyces SOK1/5-4 A colC11-CI14. U ného byla po transformaci plasmidem
pASU-ASU (odpovidda pCOL-COL u producenta asukamycinu) také detekovana produkce
colabomycinu E a nového manumycinového antibiotika, které mélo strukturu colabomycinu E
s trienovym spodnim fetézcem (,,colabomycin-trien*), avSak v tomto piipad¢ byla produkce
»colabomycin-trienu* podstatné vyssi nez produkce colabomycinu E (Petficek et al. —
nepublikovana data).

U pfipraven¢ho mutantniho kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—
C14 transformovaného plasmidem pASU-COL byla prokézana produkce asukamycinu i
»asukamycin-tetraenu®. V tomto ptipad¢ byly ob¢ latky produkovany jen ve velmi malé miie
oproti ostatnim mutantnim producenttim. Zachovand produkce asukamycinu byla vyrazné
vys$i, nez produkce ,,asukamycin-tetraenu®. Plasmid pASU-COL nesl geny pro ACP proteiny
a gen asuCl3 z ptirodniho producenta asukamycinu a gen pro potencidlni CLF (colC14)
z producenta colabomycinu E. Jelikoz jedinym genem z producenta colabomycinu E byl
colC14, bylo tak opét potvrzeno, Ze pfitomnost genu colCI4 je skute¢né schopna vyvolat
zménu délky syntetizovaného spodniho polyketidového fetézce. Vysledek podporujici tento
z&ver byl pozorovan i u mutantniho kmenu Streptomyces SOK1/5-4 A colC11-C14, ktery byl
transformovan plasmidem pCOL-ASU (odpovida pASU-COL u producenta asukamycinu). U
n¢ho byla detekovana produkce colabomycinu E a nového manumycinového antibiotika
»colabomycin-trienu®. Stejné¢ jako u kmenu Streptomyces SOK1/5-4 A colCl11-Cl4
transformovaného plasmidem pASU-ASU byla i zde detekovana podstatné vyssi produkce
»colabomycin-trienu“ nez colabomycinu E. Celkova produkce manumycinovych antibiotik
byla srovnatelna s ostatnimi mutantnimi kmeny (Petficek et al. — nepublikovana data).

Znatelné snizend produkce manumycinovych antibiotik u mutantnich kment
transformovanych plasmidem pASU-COL mohla byt zplisobena nedostateCnou expresi genu
colCl4. Gen colCIl4 byl na plasmidu zafazen za gen asuCl3 a mezigenova sekvence
neodpovidd tedy ptivodni sekvenci, nachazejici se v genovém shluku na chromozomu
divokého kmenu producenta colabomycinu E. Tuto teorii by bylo mozné v budoucnu ovéfit
napf. provedenim méfeni urovné exprese genu colC74 v mutantnich kmenech.

U obou pripravenych kment produkujicich ,,asukamycin-tetraen* (transformované
plasmidy pCOL-COL a pASU-COL) byla zachovana produkce asukamycinu, ktera byla navic
vzdy podstatné vyssi, nez produkce nové ptipraveného ,,asukamycin-tetraenu®. Tim se tento
vysledek 1i8i od zavérta prace provadeéné paralelné se Streptomyces SOK1/5-4 A colC11-Cl4.
U né¢ho byla pfii transformaci plasmidy pASU-ASU a pCOL-ASU vzdy detekovana majoritni
produkce ,,colabomycin-tetraenu® a pouze minoritni produkce colabomycinu E (Petficek et al.
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— nepublikovana data). Jelikoz v chromozému mutanta Streptomyces nodosus ssp. asukaensis
A asuCl3—Cl4 byly zachovany geny pro ACP proteiny (asuCll a CI2), zatimco
v mutantnim kmenu Streptomyces SOK1/5-4 A colC11-C14 byly tyto geny deletovany
spole¢n¢ s colCl3 a Cl4, predpokladame, ze tulohu v zachovani vysoké produkce
asukamycinu by mohly mit pravé ACP proteiny. Pro objasnéni podstaty tohoto jevu, bude
nezbytné vytvofit mutantni kmen Streptomyces nodosus ssp. asukaensis stejnym zptusobem,
jako v ptipad¢ Streptomyces SOK1/5-4 A colCl1-Ci4 (s deleci kompletniho operonu
asuCl1-Cl14) a nasledn€¢ u ného provést obdobnou analyzu. Dal§Sim moznym faktorem
ovlivitujicim mnozstvi a pomér jednotlivych produktii by mohla byt specifita amid-syntazy
pfipojujici horni fetézec ke zbytku molekuly. Jeji vyraznad preference pro 3,4-AHBA s
trienovym fetézcem namisto tetraenového by mohla téz ovlivnit pomér konecnych metabolita.
V tomto pfipad¢, bychom vSak predpokladali hromadéni syntetizovanych meziproduktt
detekovatelné v extraktech, které nebylo prokazano.

Vzijemné porovnani aminokyselinovych sekvenci riznych CLF, které bylo provedeno
v této praci (Obr. 6) ukazuje, Ze AsuCl14 se vyrazné odliSuje od vSech dosud popsanych CLF
proteinli. Postradd ve své aminokyselinové sekvenci konzervovany glutamin v pozici
odpovidajici aktivnimu cysteinu u KS a dal$i velké mnozstvi konzervovanych aminokyselin.
Pomérmné velké useky sekvence u AsuC14 oproti ostatnim CLF zcela chybéji. Jedna se tedy o
novou rodinu CLF proteint, které¢ se patrn¢ podileji vyhradné na biosyntéze kratkych
polyketidovych fetézct.

Ptedstava o ptfesném fungovani ACP proteint, KS I/II a téchto CLF v biosyntetickém
komplexu spodniho polyketidového fetézce bude v dal$i fazi vyzkumu ziskdna na zdkladé
vysledkii experimenti v in vitro systému. V budoucnu budou také zkoumdany biologické
aktivity ,,asukamycin-tetraenu‘. Bude popséano, jak se odliSuji od aktivit asukamycinu, a jakou
ulohu tedy muaze hrat v biologické aktivité¢ zména délky spodniho polyketidového fetézce u
manumycinovych antibiotik.
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6. Souhrn

— Byl pfipraven mutant Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—C14 nesouci
»in-frame* deleci v oblasti gent asu(C13—C14 na bakteridlnim chromozému.

— Pfipraveny mutant Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—C14 byl transformovan
sadou plasmidt nesoucich geny pro ACP proteiny (C// a C12)a geny Ci3 a Cl4
z ptirodnich producentii asukamycinu, manumycinu A a colabomycinu E.

— Expresi gent asuC13 a asuC14 (vlozenych na plasmidu pASU-ASU) v pfipraveném
mutantnim kmenu Streptomyces nodosus ssp. asukaensis A asuC13—C14 byla ovéfena
funk¢nost navrzeného produkéniho systému.

— Analyzou produkovanych manumycinovych antibiotik u transformovanych mutantnich
kmeni bylo ovéfeno, ze geny asuC13 a asuCI14 jsou funkéné nahraditelné homolognimi
geny z producentll manumycinu A a colabomycinu E.

— Analyzou produkovanych manumycinovych antibiotik u transformovanych mutantnich
kmeni bylo ovéteno, ze ptitomnost genu C/4 je esencialni pro produkci manumycinovych
antibiotik.

— Analyzou produkovanych manumycinovych antibiotik u transformovanych mutantnich
kmeni bylo ovéieno, Ze produkt genu C74 je zodpoveédny za regulaci délky syntetizovaného
spodniho polyketidového fetézce a jedné se tedy o druh CLF.

— Pf1 porovnani aminokyselinovych sekvenci znamych CLF proteinti a AsuC14 bylo ukazano,
ze AsuC14 se vyrazné odlisuje od dosud popsanych CLF. Jedna se o zcela novy typ CLF
proteinu, ktery se podili patrn¢ vyhradné na biosyntéze kratkych polyketidovych fetézct
(o délce tetézce kratsi, nez 12 atomu uhliku).

— U mutantnich kment transformovanych plasmidy pCOL-COL a pASU-COL byla
prokdzana produkce nového manumycinového antibiotika, které nese stejny horni
polyketidovy fetézec jako asukamycin a tetraenovy spodni fetézec (,,asukamycin-tetraen‘).
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